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1.1 INTRODUCCIÓN A LA ENFERMEDAD DE 
ALZHEIMER 
 
La enfermedad de Alzheimer es una de las patologías 
más prevalentes dentro del grupo de enfermedades 
neurodegenerativas. Se estima que en un futuro no muy lejano 
superará a otras patologías como el cáncer o las enfermedades 
Cardiovasculares. Fue diagnosticada por vez primera por el 
doctor austriaco Wilson (estudiando alrededor de 15 casos 
clínicos) y el alemán Alois Alzheimer  (con un caso estudiado) 
en 1907, aunque debido a la prevalencia de la ciencia en 
Alemania, en aquel tiempo, se decidió dejar el nombre 
Alzheimer a la enfermedad. La enfermedad requiere de 
cuidados continuados de los servicios sociosanitarios, con una 
dependencia también realizada por su entorno familiar más 
cercano. Es una enfermedad discapacitante sin posibilidad de 
realizar cualquier actividad diaria, presentando alteraciones en 
las facultades intelectuales y de comportamiento debido a su 
cronicidad y degeneración del sistema nervioso (Cayre et al., 
2002).  
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En la Comunidad Valenciana unas 50.000 personas 
sufren actualmente alguna demencia. Entre ellas, tanto en la 
comunidad como en el mundo, la enfermedad de Alzheimer 
supone la causa más común de enfermedad 
neurodegenerativa (Selkoe, 2001). La enfermedad se inicia en 
el paciente en el que progresivamente se deterioran sus 
funciones cognitivas, pero de manera cada vez más continuada 
va afectando a las personas cuidadoras, normalmente 
familiares y posteriormente a los servicios sanitarios y sociales, 
con el consiguiente gasto sanitario importante. La finalidad 
última ya no es la curación, sino la obtención de la mejor calidad 
de vida hasta la muerte (Knopman et al., 2018).    
 
1.2 DEMENCIA Y ALZHEIMER 
 
Demencia proviene del latín “dementia” que significa “falta 
de razón”. Hasta el siglo XVIII la palabra demencia o demente 
se usaba para indicar deterioro intelectual con conducta 
alterada. Por esta razón también se hablaba de idiotez, 
imbecilidad o estupidez. La mayoría de los especialistas 
consideraban que era algo consustancial al envejecimiento y 
no se pensaba que pudiera ocurrir en edades más jóvenes, por 
lo menos por causas similares. En el siglo XVIII la percepción 
cambió gracias a diferentes investigadores, como Philippe 
Pinel, que consideraban la demencia como una enfermedad, 
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con un apunte muy importante desde la juricatura, que a partir 
de ese momento consideraban al enfermo de demencia 
inimputable ante cualquier delito (Código Napoleónico del 21 
de Marzo de 1804 o Código Civil actual de Francia). Durante el 
siglo XIX evolucionó hacia una visión más próxima a la actual. 
Los estudios con demencias, en esa época, correlacionaban 
los síntomas clínicos con los resultados cerebrales vistos 
después de la realización de la autópsia, demostrando que 
podían ser consideradas enfermedades orgánicas y además se 
separaba claramente el paciente demente del discapacitado o 
retrasado mental. En el primer caso, el paciente pierde 
facultades que poseía y en el segundo caso nunca las poseyó. 
Además, dentro de las demencias, las seniles se incluyeron en 
las de causa vascular. La esclerosis de las arterias cerebrales 
causada por la edad avanzada, ocasionaría la demencia senil. 
Esta hipótesis se ha mantenido hasta la actualidad adquiriendo 
gran importancia en los últimos años, por el declive claro de la 
teoría amiloidea. A mediados y finales del siglo XIX se 
separaron las demencias de otras enfermedades psiquiátricas.  
 
En 1907, el austriaco Wilson por un lado (con un número 
de casos cercanos a la decena) y el alemán Alzheimer por otro 
(con un solo caso diagnosticado), detectaron pacientes con una 
clara pérdida de memoria y otras funciones cerebrales, con 
aumento de ira, situaciones de depresión y delirios. 
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Posteriormente, tras practicar autópsias cerebrales a dichos 
enfermos, detectaron atrofia de la corteza cerebral, placas 
seniles y ovillos neurofibrilares que a partir de ese momento 
definirían la presencia de la enfermedad de Alzheimer tras 
autopsia (Yamaguchi et al., 1998). Cabe destacar que la 
enfermedad adquiriría el nombre de enfermedad de Alzheimer 
debido a la mayor influencia de Alemania en la ciencia en esa 
época, aunque Wilson no había definido solo un caso, sino que 
había diagnosticado alrededor de una decena de casos. 
 
Ya en el siglo XX, a finales de los cincuenta y durante los 
sesenta, tanto Martin Roth (Roth et al., 1996), como Tolimson 
y colaboradores (Tomlinson et al., 1970) ocasionaron con sus 
trabajos un cambio en la definición de la demencia senil. 
Estudiando enfermos diagnosticados de demencia senil, 
detectaron que más o menos un 70% presentaban placas 
seniles y ovillos neurofibrilares (como habían descrito Wilson y 
Alzheimer) sin encontrar diferencias en el grado de 
arteroesclerosis cerebral entre pacientes y ancianos no 
dementes. Concluyeron que la demencia Alzheimer no era una 
rareza como se pensaba sino que era la principal causa de 
demencia en personas ancianas. A partir de los 60 se 
determinó que la enfermedad de Alzheimer era la principal 
causa de demencia tanto presenil como senil.  
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Los aspectos  esenciales de las demencias para definirlas 
como tales son: 
 
- Adquirido 
- Curso progresivo  
- Funciones cerebrales afectadas de manera global 
como lenguaje, memoria, juicio, alteraciones en el 
estado de ánimo, etc.  
- Incapacidad 
 
En la actualidad y concretamente en España (Parekh et 
al., 2015), los especialistas de la salud definen las demencias 
de manera como lo indican organizaciones internacionales 
como la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la 
Asociación Americana de Psiquiatría. Así, la demencia se 
caracteriza por: 
 
- Partir de un estado mental normal y producirse una 
pérdida de memoria con dificultad para registrar, 
almacenar y recuperar información nueva. 
- Afectación del lenguaje o de la capacidad de usar 
instrumentos o la posibilidad de reconocer estímulos a 
través de los órganos de los sentidos o en las 
funciones que rigen la correcta ejecución de actos.  
- Repercusión en el ámbito familiar, social o laboral. 
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- Deben estar con conciencia clara sin somnolencia o 
delirios. 
- Deben permanecer los síntomas unos meses, seis o 
más. 
- Debe ser enfermedad progresiva. 
 
Por lo tanto, la pérdida de memoria que puede ocurrir tras 
una depresión, un retraso mental leve o moderado, la pérdida 
transitoria de facultades mentales que se producen tras un 
delirio o un estado de confusión agudo o el bajo rendimiento 
intelectual de una persona con escasa o nula escolarización, 
no debe considerarse en ningún caso demencia. La esperanza 
de vida cada vez mayor en todos los países desarrollados ha 
propiciado el incremento de las enfermedades en edades 
avanzadas en estas sociedades occidentales, provocando que 
las demencias de manera general y de manera particular la 
enfermedad de Alzheimer, sean consideradas un grave 
problema de salud (Ertekin-Taner el al., 2004) (Fig. 1).  
 
El diagnóstico clínico está actualmente basado en los 
síntomas registrados en la entrevista con los pacientes y 
familiares, en la exploración del médico al paciente y en el uso 
de marcadores biológicos que permiten un diagnóstico precoz. 
Para considerar una detección de la enfermedad en las fases 
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más tempranas de la enfermedad se ha incluido el término 
deterioro cognitivo leve (mild cognitive impairment (MCI)) para 
indicar una situación con alto riesgo de desarrollar demencia, 
con fallos en la memoria y/o en otras funciones cognitivas, a 
menudo notado también por familiares. El individuo MCI no 
posee problemas en su actividad diaria pero si aparecen en test 
objetivos psicológicos indicadores de posible demencia futura. 
 
 
Figura  1: Demencia Senil 
Fuente: https://www.tavad.com/blog/demencia-senil 
 
Existen diferentes tipos de demencia y su detección es 
solo el primer paso ya que después se seguirá con la búsqueda 
de la causa. Hay más de setenta enfermedades que pueden 
ocasionar demencia, la demencia de Alzheimer que nos ocupa 
(la de mayor prevalencia), por cuerpos de Lewy, la demencia 
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que aparece en la enfermedad de Parkinson, por problemas 
vasculares (segundas en importancia después de Alzheimer) 
(Knopman et al., 2000), por causas infecciosas como la 
demencia que acompaña al SIDA, por neurosífilis, por la 
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, demencia-alcohol, 
demencia detectada tras hipotiroidismo, por hidrocefalia 
normopresiva, etc. Cabe destacar que también se detectan 
demencias mixtas, como la que presentan pacientes con 
Alzheimer y Parkinson a la vez (Green R, 2009). 
 
La demencia senil es aquella que se da en personas de 
edad avanzada. Las demencias preseniles son las que se dan 
en personas de menos de 65 años y pueden ser en todo 
similares a la demencia senil. La edad avanzada está 
relacionada con un mayor riesgo de padecer demencia y por 
eso las personas con más de 90 años la padecen pero no todos 
los ancianos acaban teniendo una demencia. Por lo tanto, es 
difícil ver cuando se producen cambios cognitivos propios del 
envejecimiento cerebral o cuando estos son constituyentes de 
una enfermedad, como la de Alzheimer.  
 
En personas sin enfermedad conocida se detectan 
cambios cognitivos asociados a la edad, que son leves y que 
afectan a la memoria y a la rapidez de respuesta cerebral. Es 
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normal la dificultad de recordar nombres de cosas o hechos 
vividos recientemente.  
 
1.3 EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL  
 
El sistema nervioso resulta necesario para conocer el 
medio que nos rodea y el medio interno (Gage, 2000). Nos 
permite pensar, memorizar y actuar ante peligros, deseos, etc. 
El cerebro es la parte con mayor volumen y complejidad del 
sistema nervioso. Nos permite procesar la información y regular 
todo el funcionamiento del organismo. Existe dentro del 
sistema nervioso central (SNC), el encéfalo y la médula espinal, 
que nos permite procesar la información y regular todo el 
funcionamiento del organismo. En el SNC se realiza el 
procesamiento de la información y se encarga, además, de 
recoger y transmitir la información al sistema nervioso 
periférico, donde se encuentran los nervios craneales y 
espinales. El encéfalo se divide en tres partes conectadas, el 
cerebro, el cerebelo y el tronco del encéfalo (mesencéfalo, 
protuberancia y bulbo). La corteza cerebral es la principal masa 
del cerebro y se divide en dos hemisferios cerebrales 
conectados por el cuerpo calloso y con circunvoluciones, 
surcos y cisuras (Fig. 2).  
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El cerebro humano se compone de distintos tipos 
celulares que se clasifican según su apariencia y funcionalidad. 
Las células neurales que forman el sistema nervioso central se 
dividen principalmente en neuronas y glia (Del Rio-Hortega, 
1957). Dentro de la glia podemos distinguir los astrocitos, la 
microglia y la oligodendroglia (Volterra and Steinhäuser, 2004). 
Es de una gran complejidad con neuronas y glia 
interconectando en todo momento, lo que favorece la 
funcionalidad óptima de este órgano (Reynolds and Weiss, 
1992).  
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Durante muchos años se ha dado un papel preponderante 
a las neuronas con poca o nula importancia al resto de células 
cerebrales. Hoy en día sabemos que la microglia es de origen 
no neural y representa la inserción cerebral de monocitos 
sanguíneos que posteriormente se transformaron en los 
macrófagos tisulares cerebrales. Su función, por lo tanto, es la 
de protección cerebral frente a agentes externos dañinos. 
Respecto a los oligodendrocitos se encargan de constituir la 
mielina que protege el axón neuronal para agilizar la 
comunicación intercelular (Kondo and Raff, 2000). Los 
astrocitos se encargan, entre multitud de funciones, de 
controlar el ambiente interno del sistema nervioso central 
(SNC) transfiriendo nutrientes de los vasos sanguíneos a las 
neuronas y eliminando los productos de deshecho y 
manteniendo así el medio electroquímico adecuado para las 
neuronas (Aschner and Kimelberg, 1991). Todos los tipos de 
células gliales constituyen el 50% del volumen total del cerebro 
siendo el origen de la mayoría de los tumores cerebrales, como 
el glioblastoma y el cáncer de células neuronales no 
diferenciadas (neuroblastoma). Respecto a las neuronas están 
especializadas en recibir información, transmitir impulsos e 
influir en otras neuronas o tejidos efectores.  
 
En el cerebro humano hay alrededor de 100 mil millones 
de neuronas encargadas de diferentes funciones cerebrales, 
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como el control motor, la memoria, la ira, la huida, etc. (Chen 
and Swanson, 2003; Haines, 2015; Squire et al., 2006). 
 
1.3.1 FUNCIONES CONGNITIVAS  
 
El cerebro humano puede realizar funciones 
extremadamente complicadas y sofisticadas. Todas ellas se 
enmarcan dentro de lo que se conoce como funciones 
cognitivas o corticales porque las neuronas que realizan esas 
funciones están situadas en la corteza cerebral (Zarranz, 
2013).  
 
Las funciones cognitivas más importantes son: 
 
- La memoria 
- El lenguaje 
- Las praxias  
- Las funciones ejecutivas 
- La percepción y el reconocimiento (Gnosias) 
 
1.3.1.1 LA MEMORIA 
 
Nos permite almacenar los aprendizajes realizados, los 
hechos vividos, las experiencias y la capacidad de recuperar 
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toda la información grabada en nuestro cerebro. Se habla de la 
memoria implícita o no consciente y la memoria explícita o 
consciente. Además, esta última se divide en memoria 
episódica y la memoria semántica que almacena conceptos o 
de conocimientos generales. Básicamente la capacidad de 
recordar una conversación de hace unos días depende de la 
memoria episódica, mientras que saber el significado de la 
palabra “gato” o el pH de la sangre, depende de la memoria 
semántica (Fig. 3).  
 
 
Figura  3: Memoria cerebral 
Fuente: http://cdcalipso.com/wordpress/la-memoria-sincro 
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La memoria no se encuentra en un lugar determinado en 
el cerebro sino que depende de numerosas estructuras 
cerebrales que se interconectan. Cuando se habla de 
transtornos de memoria, se quiere indicar la presencia de 
alteraciones de la memoria episódica, con dificultad para 
recordar hechos ya vividos en el pasado más o menos reciente 
y para aprender información nueva. La memoria episódica es 
la función cognitiva más precozmente afectada en la 
enfermedad de Alzheimer (Knopman et al., 2018).  
 
1.3.1.2 EL LENGUAJE 
 
El lenguaje es la capacidad para comunicarse que 
poseemos mediante signos complejos, no solo hablados sino 
por una variedad importante de formas como: la escritura, las 
matemáticas, la música, el lenguaje informático, etc. En el 
lenguaje intervienen estructuras del hemisferio dominante, que 
es el izquierdo en la mayoría de las personas. En este 
hemisferio existen dos áreas importantes para el lenguaje. El 
área de Wernicke en el lóbulo temporal que permite la 
comprensión del lenguaje, y el área de Broca en el lóbulo frontal 
que controla la emisión del lenguaje y su fluidez, y las dos son 
capaces de interconectar. La alteración del lenguaje 
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denominada afasia, según el área lesionada donde se 
produzca tendrá unas características diferentes.  
 
En la afasia de Wernicke el enfermo presentará 
dificultades para comprender el lenguaje, mientras en la afasia 
de Broca el paciente tiene un lenguaje titubeante, simple, con 
poca fluidez, pero su comprensión es perfecta. La afasia se 
puede producir por una lesión cerebral localizada que afecta a 
una o varias de las estructuras implicadas en el lenguaje, como 
sería el caso de un infarto cerebral o un tumor, o deberse a un 
proceso degenerativo global cerebralmente, como en las 
demencias (Mesulam et al., 2014).  
 
1.3.1.3 LAS FUNCIONES EJECUTIVAS 
 
Son las habilidades que permiten la anticipación, la 
planificación de actividades, el establecimiento de metas, la 
programación, la autorregulación de tareas y la habilidad de 
llevar a cabo eficientemente dichas tareas. Además, gracias a 
las funciones ejecutivas se puede controlar los cambios que 
pueden producirse en el entorno, adaptarse al ambiente 
cambiante e incluso prevenir dichos cambios. Es el lóbulo 
frontal el que controla estas funciones ejecutivas, también la 
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personalidad, la motivación y la conducta de cada uno. Los 
individuos que presentan daños en el lóbulo frontal tienen 
problemas a la hora de planificar sus actos, conductas 
repetitivas, no son capaces de aprender de los errores 
cometidos y poseen problemas para resolver dificultades que 
los cambios les producen. Además, presentan cambios 
patológicos en el comportamiento, reacciones algunas veces 
agresivas y otras pasivas y por lo tanto con descontrol de los 
impulsos. En la demencia frontotemporal predominan las 
alteraciones de la conducta y de las funciones ejecutivas 
(Limoli et al., 2018). 
 
1.3.1.4 LA PRAXIA 
 
La función cognitiva que permite realizar motricidad y 
gestos voluntarios complejos aprendidos, se denomina praxia. 
Para realizar actos motores complejos aprendidos previamente 
se necesita la planificación y la coordinación de actos motores 
más sencillos y de manera correcta. Para ello es necesaria la 
participación del lóbulo frontal, que permite la decisión de 
realizar el movimiento. Después pasa al lóbulo parietal 
dominante, que posee las áreas asociativas, donde se 
encuentran las instrucciones motoras que caracterizan los 
diferentes actos motores (Fig. 4). En las áreas asociativas se 
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prepara el acto motor analizándose toda la información. 
Cuando el acto motor está ya planificado se transmite a las 
áreas del cerebro que distribuyen la información por medio de 
las vías nerviosas, como la médula y los nervios periféricos, 
hasta los músculos que van a intervenir en el movimiento. 
Además, las zonas asociativas del lóbulo parietal intervienen 
en la discriminación de los gestos después de la comprensión 
de los mismos. Un ejemplo seria: si un individuo quiere 
aplaudir, las áreas asociativas preparan el movimiento para 
mover la mano izquierda y luego, casi al unisono, la mano 
derecha. Las áreas motoras se encargarán de enviar las 
órdenes para producir la contracción de los músculos (Allan et 
al., 2011) (Fig. 4).  
 
 
Figura  4: Área de Broca y de Wernicke 
Fuente: https://www.psicoactiva.com/blog/área-broca-localización-función 
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La incapacidad para realizar movimientos voluntarios o 
gestos complejos de manera correcta sin que haya parálisis 
que pueda afectar a los músculos que van a realizar la acción 
se denomina apraxia (Bartolo et al., 2007). El enfermo conserva 
su capacidad para mover la musculatura y su contracción pero 
es incapaz de planificar el movimiento de manera correcta. Se 
produce una acción motora no apropiada con movimientos sin 
continuidad (Lesourd et al., 2013). Existen diferentes apraxias 
dependiendo del área cerebral involucrada, apraxia motora, 
ideatoria e ideomotora. Además, pueden existir apraxias que 
afecten actos motores concretos como la apraxia de la marcha, 
de la danza, de vestirse, entre otras. La apraxia se detecta de 
forma precoz en las fases iniciales de la enfermedad de 
Alzheimer (Cacabelos, 1999).  
 
1.3.1.5 LA GNOSIA  
 
La percepción y el reconocimiento intervienen en las 
gnosias. Esta es la capacidad que permite percibir el entorno y 
reconocerlo identificándolo con un contenido semántico 
aprendido con anterioridad. De esta manera comprendemos lo 
que está ocurriendo en nuestro entorno. Las áreas corticales 
primarias son las encargadas de las modalidades sensoriales, 
como el lóbulo occipital para la visión, el lóbulo temporal para 
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la audición o el parietal para el tacto, entre otros. Las áreas 
asociativas de cada área cortical primaria situadas en la 
confluencia de los lóbulos parietal, occipital y temporal, 
permiten dar nombres a aquello que se percibe (Chitnis and 
Weiner, 2017). Es importante destacar la agnosia visual, en 
ausencia de ceguera, donde existe incapacidad para reconocer 
de manera visual un objeto previamente conocido. En el 
Alzheimer y en otras enfermedades de demencia, se aprecia 
claramente esta agnosia ya en las fases moderadamente 
avanzadas de la enfermedad, produciéndose, por ejemplo, el 
no reconocimiento de una llave que abre una puerta, pero 
viendo que es algo de color gris de forma puntiaguda. También 
existe la agnosia auditiva pero esta es menos frecuente. En ella 
se produce la incapacidad de reconocer estímulos previamente 
conocidos. La agnosia táctil todavía es más rara, entre muchas 
otras.  
 
1.3.2 CRONOLOGÍA DE LA ENFERMEDAD DE 
ALZHEIMER 
 
La primera zona cerebral dañada en la enfermedad de 
Alzeimer es la corteza entorrinal, que se denomina la fase de 
estadio temprana o entorrinal de la enfermedad (Suhonen et 
al., 1996). Posteriormente y conforme aumenta el número de 
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lesiones en esta corteza entorrinal, se ve afectado el 
hipocampo y las zonas límbicas (estadio límbico). En último 
lugar se ve involucrada la neocorteza, denominado el estadio 
isocortical (Metsaars et al., 2003). De esta manera, esta 
clasificación de la enfermedad permite conocer la progresión 
de las lesiones que tienen lugar de una manera temporal 
cronológica en los enfermos de Alzheimer, ayudando al clínico 
para obtener una buena correlación clínica. Esto se explica ya 
que el estadio entorrinal es asintomático. En el estadio límbico 
el paciente presenta un discreto deterioro cognitivo y en el 
estadio isocortical se asocia con un deterioro severo y con la 
demencia (Cacabelos, 1999; González et al., 2017) (Fig. 5). 
 
 
Figura  5: Cronología de la enfermedad de Alzheimer 
Fuente: http://neurosciencenews.com/neurology-alzheimers-mw108-
neurodegeneration-267 
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1.4 TIPOS DE CÉLULAS EN EL CEREBRO 
 
En el cerebro existen diferentes células que lo 
caracterizan. La división más admitida es la división según el 
origen celular. Por lo tanto se dividen en células neurales y no 
neurales. Las primeras tienen un origen neural y las segundas 
no son propias de este origen. Dentro de las células neurales 
tenemos los astrocitos, las neuronas y la oligodendroglia, por 
ejemplo. Dentro de las células no neurales tenemos a la 
microglia, cuyo origen es diferente ya que son células 





El científico español Santiago Ramón y Cajal (Cajal, 
1913) logró describir por primera vez los diferentes tipos de 
neuronas en forma aislada. Al mismo tiempo planteó que el 
sistema nervioso estaba constituido por neuronas individuales 
que se comunicarían entre sí a través de contactos funcionales 
llamados sinapsis (Teoría neuronal). La hipótesis de Cajal se 
oponía a la de otros científicos de su época que concebían al 
sistema nervioso como una amplia red de fibras nerviosas 
conectadas entre sí formando un continuo (en analogía a los 
FUNCIONES PROTECTORAS DE LOS ASTROCITOS EN LA 






vasos sanguíneos). Consiguió que el científico más prestigioso 
de su época, Albert von Kölliker, aceptase que los axones y las 
dendritas de distintas neuronas no contactaban entre sí 
(sinapsis química). A partir de ese momento fue universalmente 
aceptada la propuesta de Cajal (Doctrina de la neurona, 
actualmente Teoria Neuronal) (Cajal, 1913). De todas maneras, 
también fue aceptada la propuesta de que existía un continuo 
entre las diferentes neuronas lo que actualmente se conoce 
como la sinapsis eléctrica neuronal. 
 
La neurona o célula nerviosa está formada por un soma 
(cuerpo neuronal o pericarion) de un tamaño aproximado de 5 
a 100 micras (Fig. 6). Es el centro metabólico que junto con un 
gran número de mitocondrias refleja el gran consumo de 
energía y síntesis de proteínas realizadas por la neurona. El 
núcleo contiene cromatina difusa (eucromatina) y un nucléolo 
visible. En el citoplasma, los ribosomas son abundantes y el 
retículo endoplásmico rugoso (RER) es basófilo debido a la 
gran cantidad de ARN ribosómico unido a su membrana 
(“grumos de Nissl”). El complejo de Golgi está muy 
desarrollado, comparándolo con otros tipos celulares, con la 
cantidad de neurotransmisores que se producen en las 
neuronas para permitir la comunicación interneuronal y de 
comunicación con la glia. Del soma parten prolongaciones 
denominadas dendritas que pueden comunicarse a nivel 
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sináptico con el axón de otras neuronas, con dendritas de otras 
neuronas o con la glia. Suelen ramificarse profusamente en las 
proximidades del soma adoptando forma arborescente en 
muchos de los casos. 
 
 
Figura  6: Neuronas mediante contraste de fases 
Fuente: Grupo investigación Dra. Vallés 
 
La información se transmite desde la parte distal a la 
proximal para confluir en el soma y continuar por el axón. Esta 
prolongación única y de mayor longitud contiene un citoplasma 
con densos haces de microtúbulos y neurofilamentos que 
actúan como elementos estructurales y también desempeñan 
un papel clave en el transporte de metabolitos y orgánulos a lo 
largo del axón, como la proteína MAP-2, característica de 
neuronas. Las neuronas presentan ribosomas y los axones 
terminan en ramas finas llamadas campos terminales, que 
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corresponden a los puntos de contacto funcional o sinapsis, 
eléctricas o químicas. Las agrupaciones de somas que 
comparten funciones específicas se denominan núcleos y 
constituyen la sustancia gris del SNC. La sustancia blanca 
consta de haces de axones envueltos por una lipoproteína 
aislante, llamada mielina (Haines, 2015; Squire et al, 2006) 
(Fig. 7). Las neuronas se clasifican en tres grandes tipos, en 
función de la forma del soma y el tipo de prolongaciones que 




Figura  7: Inmunofluorescencia MAP-2+TRICT (rojo) 
Fuente: ©2018 Washington University in St. Louis  
 
1.4.1.1 SINAPSIS NEURONAL 
 
La transferencia de información entre una neurona y otra 
se lleva a cabo en lugares especializados estructural y 
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funcionalmente llamados sinapsis, la cual puede ser química o 
eléctrica. Es en este lugar donde una prolongación de una 
neurona (zona terminal del axón) se comunica con una 
segunda neurona (por el axón, dendritas o cualquier otra zona 
de la neurona postsináptica) o bien con neuronas efectoras que 
pueden ser musculares o glandulares.  
 
En la sinapsis eléctrica hay una conexión que proporciona 
un puente de baja resistencia entre dos células nerviosas, por 
medio de proteínas de unión. La información puede fluir en 
ambos sentidos y no existe retardo sináptico. Sin embargo, los 
canales iónicos no siempre están abiertos y pueden ser 
modulados por el pH intracelular, por el Ca2+, por segundos 
mensajeros y por neurotransmisores (Haines, 2015; Squire et 
al, 2006).  
 
Las sinapsis más frecuentes en el SNC son las de tipo 
químico donde la comunicación interneuronal se realiza con la 
producción y excreción al botón sináptico de mediadores 
químicos, captados por las neuronas postsinápticas mediante 
receptores específicos (Fig. 8).  
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Figura  8: Relación neuronas y astrocitos 
Fuente: Adrián Jordá 
 
Las neuronas en reposo presentan una determinada 
carga eléctrica en su interior, diferente a la extracelular. Es el 
potencial de reposo que normalmente se encuentra en torno a 
los -70 mV en las neuronas. Con este potencial de reposo las 
neuronas se encuentran hiperpolarizadas. Si la célula recibe un 
impulso eléctrico suficiente para superar el umbral se producirá 
un potencial de acción, es decir, un impulso nervioso que 
recorrerá el axón permitiendo la liberación del neurotransmisor 
o neuromodulador. Estos últimos están almacenados en el 
botón pre-sináptico en las llamadas vesículas sinápticas y se 
liberarán al espacio sináptico o hendidura sináptica, mediante 
la fusión de estas vesículas con la membrana plasmática del 
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axón, en los denominados campos terminales o botones 
terminales (Haines, 2015; Squire et al, 2006; Luján, 2017) (Fig. 
8).  
 
En el potencial de acción, la carga eléctrica de la neurona 
se eleva hasta 50±10 mV, lo cual producirá una despolarización 
de la membrana celular. Posteriormente, el potencial de reposo 
se mantiene debido a los gradientes químicos, eléctricos y a la 
acción de la membrana plasmática y las moléculas introducidas 
en ellas, como la bomba Na+-K+ ATPasa, que actúa contra 
gradiente de concentración, introduciendo iones de K+ en la 
célula y eliminando al exterior celular iones de Na+. Mediante 
estos mecanismos se mantiene el potencial de reposo de la 
membrana (Luján et al., 2016). Una vez liberados los 
neurotransmisores por la célula pre-sináptica deben interactuar 
con la neurona post-sináptica o con la neurona efectora, para 
transmitir la información. La membrana de la neurona post-
sináptica contiene receptores con afinidad por el 
neurotransmisor.  
 
La mayoría de los receptores de membrana son cadenas 
glucoprotéicas que atraviesan la capa lipídica y transforman la 
señal química extracelular, en un cambio funcional en la 
neurona (o célula efectora). Los neurotransmisores son 
sustancias químicas compuestas de moléculas pequeñas de 
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menos de 10 átomos de carbono y de moléculas grandes, de 
más de 10 átomos de carbono. Al grupo de pequeñas 
moléculas pertenecen las aminas-biógenas (acetilcolina, 
dopamina, noradrenalina); los aminoácidos (GABA, ácido 
glutámico y glutamato); los nucleótidos (adenosina y ATP); y 
moléculas grandes como los neuropéptidos (sustancia P, 
casinina, glucagón, vasopresina y oxitocina).  
 
La inmensa mayoría de la comunicación entre las células 
del sistema nervioso se realiza por neurotransmisores 
aminoácidos GABA con efectos predominantemente 
inhibitorios. Participan en procesos de tipo coordinador o 
integrador a niveles motores y cognitivos, así como en 
importantes trastornos neurológicos y psiquiátricos como la 
enfermedad de Parkinson, la corea de Huntington, la discinesia 
tardía y los trastornos del sueño. Por otra parte los astrocitos 
también son células GABA érgicas que modulan la actividad de 
la microglia (Lee et al., 2011; Fraser et al., 1994). El 
neurotransmisor glutamato media en la mayoría de las 
transmisiones excitatorias. La unión a sus receptores permite 
el paso de iones de Na+, K+ y Ca2+ produciendo una 
despolarización de la neurona postsináptica (Rao et al., 2001; 
Yamamoto et al., 2013). La liberación y difusión del 
neurotransmisor desde la terminación presináptica lleva un 
tiempo, por lo que se dará un retraso sináptico entre la llegada 
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del potencial de acción sináptico y el inicio de la corriente 
sináptica en la neurona post-sináptica. A nivel más específico, 
los receptores se pueden agrupar según el tipo de 
neurotransmisor químico que los activen.  
 
Se denominan receptores colinérgicos los que responden 
a la acetilcolina (Fig. 9) (Van Der Zee et al., 1993), siendo de 
dos tipos, nicotínicos y muscarínicos y los llamados receptores 
adrenérgicos o adrenorreceptores, que serán activados por las 
catecolaminas (adrenalina o noradrenalina) clasificados en 
adrenorreceptor α (subtipos: α1a, α1b, α1d, α2a, α2b y α2c) y β 




Figura  9: Receptor-canal de acetilcolina (Ach) 
                                       Fuente: Adrián Jordá Vallés 
 
Los receptores colinérgicos nicotínicos son receptores 
iónicos que sufren un cambio de estructura cuando son 
- Poro de entrada al 
canal iónico del receptor  
- Canal iónico 





selectividad del canal a 
determinados iones 
- Ach 
- Iones de sodio 
- Iones de potasio 
- Iones de calcio 
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activados por la acetilcolina permitiendo el ingreso de iones de 
Na+ provocado una despolarización de la célula receptora. Se 
subdivide en receptores N1 o NM ubicados en la unión 
neuromuscular y los N2 o NN localizados en el sistema nervioso 
autónomo (ganglios colinérgicos y adrenérgicos).  
 
Los receptores que responden al mismo neurotransmisor 
se clasificarán en subtipos que desencadenarán diferentes 
respuestas. El receptor nicotínico (nAchRs) es una proteína 
transmembrana compuesta por cinco subunidades proteicas 
de canal no homólogas (2α, 1β, 1γ, 1δ) (Fig. 9 y 10), y cada una 
de ellas posee cuatro regiones hidrófobas que atraviesan la 
membrana. El punto de unión de Ach (Acetil colina) se 
encuentra en el núcleo central (ocupando las 2α) (Fig. 10).  
 
Cuando dos moléculas de Ach se unen a las dos 
subunidades α se produce un cambio estructural que permite 
la entrada a favor de gradiente de Na+ y Ca2+ y la salida de K+, 
produciéndose una despolarización parcial que es insuficiente 
para evocar un potencial de acción en la célula muscular que 
activa los canales de Na+ dependientes de voltaje que rodean 
a la placa motora. Su apertura consigue despolarizar la 
membrana lo suficiente como para producir un potencial de 
acción a lo largo de la fibra muscular (Rao et al., 2001).  
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Figura  10: Receptor nicotínico de la Ach 
Fuente: Adrián Jordá 
 
Los receptores colinérgicos muscarínicos pertenecen a la 
familia de los receptores acoplados a la proteína G (GPCPR’s) 
y constituyen la familia más grande de proteínas integrales de 
membrana. Está formada por una cadena polipeptídica simple 
con 7 segmentos α-hélice transmembranales que tienen una 
estructura tridimensional común, son también conocidos como 
receptores de 7 dominios transmembranales (TM 1-7) o 
receptores heptahelicoidales. Estos dominios están unidos 
entre sí por loops: 3 intracelulares (iL1-iL3), un loop largo 
compuesto básicamente por aminoácidos hidrofílicos entre las 
hélices 5 y 6 (iL3), el cuál es el sitio de interacción o 
acoplamiento a proteína G, 3 loops extracelulares (eL1-eL3) y 1 
segmento N-terminal glicosilado en el dominio extra celular. Se 
puede formar un cuarto loop en el segmento C- terminal Se han 
identificado cinco sub tipos: M1, M2, M3, M4, M5 (Tabla 1) 
(Levey, 1996. Haines, 2015; Luján et al., 2016). Existen 
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diferentes tipos de neuronas según su lugar de localización 





























































Tabla 1: Cerebro y receptores muscarínicos 
Fuente: Modificada de Levey, (1996). 
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1.4.1.2 PLASTICIDAD NEURONAL 
 
La plasticidad cerebral consiste en la adaptación funcional 
del SNC para minimizar los efectos de las alteraciones 
estructurales o fisiológicas, la regeneración anatómica o 
funcional y adaptación a nuevas situaciones que han lesionado 
el SNC (Xu et al., 2016). Los mecanismos por los que se llevan 
a cabo los fenómenos de plasticidad son histológicos, 
bioquímicos y fisiológicos. La plasticidad anatómica de las 
neuronas es un fenómeno común en la sinapsis, a las que tanto 
la estimulación fisiológica como las condiciones del entorno 
darán origen a cambios morfológicos. La plasticidad del axón 
es un fenómeno específico que se aprecia después de una 
lesión y es más pronunciada durante la primera infancia. Así 
ocurre en niños con parálisis cerebral, donde la lesión del tracto 
cortico-espinal de un lado puede ser compensada por el tracto 
contralateral o ipsilateral de los músculos afectados. El mismo 
fenómeno, aunque en menor cantidad ha podido ser 
demostrado en épocas muy posteriores a la neonatal, incluso 
en adultos.  
 
La plasticidad axonal y sináptica no tendría utilidad 
práctica si el ciclo funcional no se completara por la acción de 
los neurotransmisores específicos. El sistema N-metil-D-
aspartato (NMDA) (Zhou et al., 2010; Zhou et al., 2014), 
receptores para glutamato que se concentran en la membrana 
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postsináptica de las sinapsis glutamatérgicas, está implicado 
en los mecanismos de facilitación intercortical y en los procesos 
de aprendizaje y memoria y su inhibición bloquea la capacidad 
del córtex cerebral (Shihabuddin et al., 2000). Los astrocitos 
son capaces de expresar los receptores NMDA tal y como lo 
hacer las neuronas (Lee et al., 2010). 
 
Actualmente ya se conoce la clara implicación de los 
receptores inotrópicos de glutamato (NMDA y AMPA) en 
procesos patológicos, como la privación de oxígeno (anoxia) en 
el tejido neuronal produciéndose daño celular isquémico, en las 
neuronas y en las células gliales con la consiguiente liberación 
de radicales libres neurotóxicos y aumento de inflamación 
(Rossi et al., 2000; Gutteridget and Halliwell, 1992). Esta 
disminución de energía afectará al metabolismo celular 
(Könner and Brüning, 2011), a las bombas iónicas y a la 
capacidad de las neuronas de mantener un potencial de 
membrana en reposo. Como resultado, la despolarización 
desencadenará potenciales de acción y la posterior liberación 
de glutamato desde las neuronas pre-sinápticas a la hendidura, 
activándose los receptores NMDA y AMPA. También, a través 
de los receptores NMDA y de los canales de Ca2+ (dependiente 
de voltaje), se producirá la entrada de Ca2+ lo que 
desencadenará en una cascada de segundos mensajeros. Las 
neuronas perderán la capacidad de mantener el potencial de 
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reposo, lo que llevará al daño celular o a la muerte neuronal 
(Haines, 2015; Luján et al., 2016). El tono inhibidor mediado por 
el sistema gabaérgico (GABA) es revertido por los cambios 
neuroquímicos que siguen a la lesión, donde está implicado el 
glutamato. A nivel farmacológico, la administración de un 
agente bloqueante (antagonista) del receptor de NMDA protege 
de los daños al hipocampo y al núcleo estriado, regiones más 
frecuentemente dañadas por la interrupción del riego 
sanguíneo y la consiguiente anoxia neuronal (Luján et al., 
2016).  
 
El sistema colinérgico se relaciona con el sistema 
glutaminérgico y con la morfogénesis cortical, mientras que el 
sistema serotoninérgico y concretamente el receptor 5-HT2A, 
que se expresa en todas las neuronas del córtex, se relaciona 
con la formación y mantenimiento de nuevas sinapsis. Además, 
la disminución de los niveles de serotonina y Ach reduce 
drásticamente el número de sinapsis en la zona del hipocampo. 
Por otra parte, la eficacia en la liberación de los 
neurotransmisores juega un papel importante en la plasticidad 
sináptica.  
 
La sinapsina 1 (SYN1) interviene en la regulación de la 
exocitosis de las vesículas de los neurotransmisores. Es una 
fosfoproteína específica cuya vía de fosforilización es un 
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componente vital en los mecanismos que intervienen en la 
plasticidad sináptica y contribuyen a la base celular del 
aprendizaje y de la memoria.  
 
La neurogénesis es un proceso primordial en la 
recuperación cerebral tras daño o en determinadas 
enfermedades como la enfermedad de Alzheimer, el Parkinson, 
los cuerpos de Lewis, etc. (Temple and Alvarez-Buylla, 1999; 
Temple, 2001) (Fig. 11).  
 
 
Figura  11: Neurogénesis 
Fuente: Adrián Jordá (2018) 
 
La base fisiopatológica de toda esta recuperación hay que 
buscarla en la capacidad de la glía dañada para generar 
señales que faciliten o inhiban el crecimiento axonal y el 
proceso de proliferación de células madres nerviosas 
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(neurogénesis) (Rakic, 2002; Shihabuddin et al., 1997) (Fig. 12) 
que se encuentran en las zonas remanentes de la zona 
subgranular del hipocampo y las zonas ventricular y 
periventricular de los ventrículos laterales, adyacentes al 
núcleo estriado (Bernabeu-Zornoza et al., 2018) (Fig. 12). 
 
 
Figura  12: Proceso de Neurogénesis en el hipocampo 
Fuente: Adrián Jordá (2018) de Antes Goldman 2003 
 
1.4.2 CÉLULAS GLIALES 
 
Las células gliales constituyen una población 
heterogénea de células no neuronales. A diferencia de las 
neuronas no propagan potenciales de acción ni sus 
prolongaciones están especializadas para recibir y transmitir 
señales eléctricas. Son el soporte estructural y mantienen un 
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microambiente adecuado para la función neuronal. Suponen la 
mayor parte del sistema nervioso y son necesarias para el 
funcionamiento cerebral (Haines, 2015) (Fig. 13).  
 
 
Figura  13: Astrocitos teñidos con GFAP+FIFT (verde) 
Fuente: Laboratorio Dra. Vallés 
 
Los tipos fundamentales en el SNC son los astrocitos y 
los oligodendrocitos (derivados del neuroectodermo) y la 
microglía, derivado del mesodermo (Ndubaku and de Bellard, 
2008). La glía y las neuronas pueden producir citocinas 
proinflamatorias como las interleucinas: IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-
12 y IL-16, bajo el efecto de las caspasas inflamatorias. La 
acción de estas caspasas puede promover la activación de 
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rutas de muerte apoptótica (Becerra, 2009; King et al., 2017; 
Wei and Jonakait, 1999).  
 
Las células más abundantes en el SNC son los astrocitos, 





Son células muy ramificadas y muchas de sus 
prolongaciones terminan en dilataciones llamadas “pies 
astrocíticos”, se unen para revestir completamente la superficie 
de contacto entre el SNC y otros tejidos. Cada vaso sanguíneo 
está cubierto por una capa de “pies astrocíticos” peri-
vasculares (“pies chupadores”) que lo separa del tejido 
nervioso. (Fig.13). Se diferencian dos tipos de astrocitos (Fig. 
14), los protoplasmáticos o astrocitos de la sustancia gris, con 
una simetría radial, y los astrocitos fibrosos que contienen 
filamentos intermedios o prolongaciones que siguen la 
dirección de los tractos de la sustancia blanca. Los astrocitos 
fibrosos se diferencian de los protoplasmáticos por sus canales 
iónicos, sus receptores de neurotransmisores y su sistema de 
captación (Haines, 2015), además expresan GFAP y presentan 
ramificaciones cortas. Los astrocitos protoplasmáticos 
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presentan procesos más largos y abundantes con formas más 
complejas y extremadamente elaboradas. No expresan 
comúnmente niveles detectables de GFAP y se encuentran en 








La membrana celular de los astrocitos es permeable en 
exclusiva al catión de potasio (K+) que es captado con facilidad 
principalmente a nivel de los pies vasculares o “podocitos” 
mediante un mecanismo efectivo de autorregulación de flujo 
sanguíneo cerebral, impidiendo así acumulacion de este ión 
que dañaría la función neuronal. Los astrocitos cumplen por lo 
tanto una función de control de la memoria y del aprendizaje al 
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controlar la cantidad de potasio libre en el botón sináptico. Los 
astrocitos no solo se comunican y sirven de soporte a las 
neuronas sino a otros tipos celulares como la oligodendroglía. 
De esta manera se comprende la gran cantidad de astrocitos 
existente en el cerebro en comparación con neuronas y otros 
tipos celulares (Fig. 15). 
 
 
Figura  15: Astrocito fibroso, fluorescencia confocal 
Fuente: http://www.wesapiens.org/es/search/?text=Astrocito+Fibroso 
 
Los astrocitos están conectados entre sí a través de 
uniones estrechas formándose entre ellos un amplio sincitio 
funcional, con posibilidad de perder en una región el  K+ que ha 
ganado en otra región, lo que se denomina “buffer espacial of 
K+”. Estas células neurales participan también en la 
metabolización de los neurotransmisores. Sus membranas 
poseen receptores y sustancias neuroactivas y un sistema de 
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captación para otras sustancias, poniendo fin al efecto 
postsináptico de algunos neurotransmisores al eliminarlos de la 
hendidura sináptica. Los astrocitos pueden captar e inactivar el 
aminoácido glutamato gracias a la enzima glutamina sintetasa, 
formando la glutamina que es liberada por el astrocito y se 
convertirá en glutamato en el interior de las neuronas (Fu et al., 
2010; Perea and Araque, 2007; Haines, 2015). Otra de las 
funciones realizada por los astrocitos es ayudar a establecer y 
mantener la barrera hematoencefálica (BHE), por medio de las 
interacciones con las células endoteliales, regulando la 
expresión y la función de distintos transportadores endoteliales 
como el transportador de glucosa 1 (GLUT1), el transportador 
de aminoácidos neutros (LAT1) y el transportador de 
aminoácidos excitatorios 1-3 (EAAT 1-3) (Abbott et al., 2006). 
Los mediadores químicos como el glutamato, el aspartato, el 
adenosin tri-fosfato (ATP), el óxido nítrico (NO), la proteína 
inflamatoria de macrófagos-2 (MIP-2) el interferón gamma 
(IFN-γ), el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-α) o el 
caquectina e interleuquina 1 beta (IL-1β), incrementan la 
permeabilidad de la barrera hematoencefálica (BHE), (Ballabh 
et al., 2004). Este proceso es fundamental para establecer los 
límites en las áreas dañadas y poder así recuperar la actividad 
neuronal por medio de la eliminación de cuerpos apoptóticos y 
tóxicos como el Beta-amiloide (Aβ1-42) en la enfermedad de 
Alzheimer (Gasque et al., 2000; Barnum, 2002; Nguyen et al., 
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2002; Wyss-Coray and Mucke, 2002). Además, en procesos 
patológicos los astrocitos pueden segregar interleucitocinas 
que regulan la función de las células inmunitarias (Th1 y 
linfocitos T helper 1) que invaden al SNC, dando lugar a un 
proceso llamado “gliosis reactiva” o “astrogliosis”. Para 
identificar inmunohistoquímicamente los astrocitos existe una 
proteína marcadora, distintiva e única en este tipo celular, que 
es la proteína ácida fibrilar de la glía (GFAP) (Fig. 16) que se 
detecta aumentada en muchos procesos patológicos 
(Eddleston & Mucke, 1993; Giaume, 2017; Haines, 2015). 
 
 
Figura  16: Astrocitos. Inmunofluorescias GFAP + FITC (verde) 
Fuente: Adrián Jordá (Laboratorio Dra.Vallés) 
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En el cerebro adulto los astrocitos conservan la capacidad 
de proliferación, siendo sensibles a los acontecimientos que 
alteran el control de la división celular. De esta manera se 
explica por qué la mayoría de los tumores del SNC son de 
origen astrocítico, astrocitoma y glioblastomas (Haines, 2015).  
 
Los primeros hallazgos realizados por Altman y Das en la 
década de 1970 (Das and Altman, 1970) indicaron la formación 
de nuevas neuronas (neurogénesis) (Magavi et al., 2000) y fue 
cuando se cuantificó la incorporación de la timidina tritiada en 
el hipocampo, en dos regiones específicas; la zona 
subventricular de los ventrículos laterales y la zona subgranular 
del giro dentado (Bernabeu-Zornoza et al., 2018; Gould et al., 
1992; Sanai et al., 2004).  
 
Las células pluripotenciales, los astrocitos y las células 
endoteliales son componentes del nicho celular, un micro-
ambiente especializado que interviene en la regulación de la 
neurogénesis (Horner et al., 2000; Bernabeu-Zornoza et al., 
2018) (Fig. 17). Los astrocitos modulan la proliferación de las 
células pluripotenciales y la migración de estas células a través 
de la acción de diversos factores de crecimiento o neurotrofinas 
(neurotróficos) siendo su función impedir que las neuronas 
inicien la muerte celular programada por apoptosis, como 
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Figura  17: Astrocitos. GFAP (verde) + Hoech 33342 (azul) 
Fuente: Adrián Jordá (Laboratorio Dra.Vallés) 
 
Las neurotrofinas que provocarán las cascadas de 
señalización de crecimiento y diferenciación se unirán a dos 
tipos de receptores: las tirosina quinasas, los TrK (tropomysin-
related kinasa, TrkA, TrkB, TrkC) y al receptor p75NTR (receptor 
de citocinas) relacionado con el TNF-α (Lorigados-Pedre and 
Bergado-Rosado, 2004). Las neurotrofinas más destacadas 
son: el factor de crecimiento neural (NGF, nerve growth factor), 
el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF, brain-derived 
neurotrophic factor) (Yang et al., 2008b) estimulador de la 
neurogénesis con una función importante en el desarrollo 
neurológico normal, las neurotrofinas (NT3,NT4,NT5) y 
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específicamente el factor neurotrófico derivado de la glía 
(GDNF, glial cell line-derived neurotrophic factor) (Song et al., 
2002) que participan ayudando a estimular y controlar la 
neurogénesis debido a sus propiedades de neuroprotección 
(Haines, 2015; Bernabeu-Zornoza et al. 2018). Por otra parte, 
se ha demostrado la existencia de astrocitos, GFAP positivos, 
(Del Moral, 1993; Zonta et al., 2003) con características de 
células madre que pueden generar precursores neuronales 
(Azizi and Krynska., 2013; Palmer et al., 1997).  
 
Los astrocitos intervienen en la protección cerebral 
mediante la inducción de la inflamación (Karve et al., 2016). 
Cuando este proceso se cronifica, se incrementa la liberación 
de sustancias pro-inflamatorias por la glía (Marchand et al., 
2005; Cuenca-López et al., 2010; Halaris., 2013; Kumar et al., 
2013; Ramesh et al., 2013). En este caso las neuronas activas 
tienen un efecto supresor sobre la activación de la glía, 
previniendo y limitando el desarrollo de la respuesta 
inflamatoria (Tsacopoulos y Magistretti., 1996; Fields y 
Stevens-Graham., 2002; Nedergaard et al., 2002; Auld y 
Robitaille., 2003; Newman., 2003; Zonta et al., 2003).  
 
En conjunto, todos los estudios apoyan la hipótesis de que 
los astrocitos, más allá de su papel de soporte a las neuronas, 
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poseen un papel importante en la regulación de la 
neurogénesis (Kehl et al., 1997) y de los procesos sinápticos, 
incluida la transmisión sináptica (Parpura et al., 2012; Dodla et 
al., 2010; Guillamón-Vivancos et al., 2015; Bernabeu-Zornoza 
et al. 2018). En enfermedades neurodegenerativas (END), 
como por ejemplo Alzheimer (EA) o Esclerosis Lateral 
Amiotrófica (ELA), en situaciones de estrés, depresión y  falta 
de sueño, hay evidencias de que la neurogénesis disminuye y 
de que los factores neurotróficos van a prevenir la atrofia y la 
muerte neuronal durante el desarrollo y la vida adulta 




Los oligodendrocitos son las células encargadas de 
producir y mantener la mielinización axonal en el SNC, similar 
a las células de Schwann en los nervios periféricos y se 
reparten tanto por la sustancia gris como por la blanca (Cajal, 
1913; del Río-Hortega, 2012; Ndubaku and de Bellard, 2008). 
Son más pequeños que los astrocitos y sus núcleos son 
irregulares y densamente teñidos, el citoplasma contiene un 
extenso aparato de Golgi, muchas mitocondrias y gran número 
de microtúbulos. En la sustancia gris se sitúan junto a los 
somas neuronales y los rodean, extendiéndose desde el 
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segmento inicial del axón hasta la rama terminal. En la 
sustancia blanca la vaina rodea a algunos axones para aislarlos 
electroquímicamente (Fig.18). Esta vaina no es continua a lo 
largo de toda su longitud y sus interrupciones se denominan 
“nódulos de Ranvier”.   
 
 
Figura  18: Oligodendrocito 
Fuente: Adrián Jordá 
 
Los segmentos entre los nódulos adyacentes se llaman 
“segmentos internodulares o internódulos”. La vaina de mielina 
produce un aumento de velocidad de conducción de los 
potenciales de acción en la transmisión nerviosa. La pérdida de 
mielina ocasiona la disminución de la velocidad de conducción 
y de propagación del potencial de acción en estos axones 
(Haines, 2015). Expresan receptores de glutamato y presentan 
baja resistencia a procesos de estrés oxidativo, lo cual les hace 
más susceptibles a procesos de apoptosis y necrosis (Matute 
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et al., 2007). Los axones desmielinizados sobreviven algún 
tiempo, y es posible que se produzca un grado de 
remielinización gracias al crecimiento de células precursoras 
de oligodendrocitos, la liberación de factores tróficos para 
neuronas y astrocitos (Barres et al., 1992; Gard et al., 1995; 
Fernández et al., 2000; Haines, 2015). El daño de estas células 
conlleva a la lesión o muerte en enfermedades con pérdidas de 
mielina y neurodegenerativas como la esclerosis múltiple, 
enfermedad de Alzheimer o ELA (McDonald et al., 2001; 




Los microgliocitos son las células inmunitarias efectoras o 
macrófagos del SNC (Fig. 19) (Gehrmann et al., 1995; Rock et 
al., 2004). Al igual que los macrófagos, las células microgliales 
tienen la capacidad de convertirse en fagocitos y ante una 
lesión son activados emigrando a la zona dañada donde 
proliferan y fagocitan los residuos celulares (del Río-Hortega, 
2012; Davoust et al., 2008; Haines, 2015). En estudios in vitro 
e in vivo, se ha detectado un aumento en los canales de sodio 
dependientes de voltaje en la espina dorsal después del daño, 
produciendo activación de la microglia e incrementando 
posteriormente la respuesta inflamatoria (Jung et al., 2013; 
Cummins et al., 2007). 
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Las principales citocinas que actúan en respuesta a la 
inflamación, como son la citocina IL1-β, el factor de necrosis 
tumoral (TNF-α), otras citocinas y las prostaglandinas también 
son segregadas por los microgliocitos activos (Fig. 20) (Van 
Veen and Chang, 1997). La glutamina obtenida por la neurona 
es liberada en forma de glutamato al medio extracelular. Los 
astrocitos son los encargados de captarlo y permitir el paso de 
glutamato a glutamina para poder ser utilizado por las 
neuronas. Los astrocitos también se encargan de producir la 
secreción de IL-6 y otros mediadores inflamatorios. Algunas de 
las moléculas liberadas son neurotóxicas (glutamato y 
radicales de oxígeno). 
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Figura  20: Citoquinas involucradas en la respuesta de inflamación 
Fuente: Adrián Jordá. 
 
La excesiva secreción de mediadores pro-inflamatorios 
como son IL-1β y TNF-α induce a las células endoteliales a 
abrir la barrera hematoencefálica (BHE), permitiendo así la 
inflamación leucocítica del parénquima cerebral, como ocurre 
en la meningitis bacteriana (Haines, 2015).  
 
Las diferentes células cerebrales son importantes en 
mayor o menor medida en la funcionalidad de SNC y su 
interelación es necesaria y ocurre tanto en situaciones 
fisiológicas como conforme la edad avanza. En la tabla 2, se 
indican las principales células gliales del SNC y sus principales 
funciones. Gracias a las células de apoyo de las neuronas, la 
función cerebral se lleva a cabo de manera óptima. 
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TIPO DE CÉLULA LOCALIZACIÓN FUNCIÓN 
ASTROCITOS 
Todo SNC, en 
contacto con somas, 
dendritas y axones. 




apoyo estructural y 
metabólico a neuronas, 
intervención en 
memoria y aprendizaje. 
OLIGODENDROCITOS 
Forman vaina de 
mielina alrededor de 





Sustancia gris y 
blanca. 
Eliminación y 
fagocitosis de los 
residuos después de 
una lesión y muerte 
celular. Secreción de 
citocinas. 
Tabla 2: Tipos de células gliales 
Fuente: Adrián Jordá 
 
1.5 LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA) 
 
Es una enfermedad neurodegenerativa que se presenta 
con mayor prevalencia en la población anciana. Afecta a 
alrededor de 37 millones de personas en todo el mundo y se 
espera que su avance sea mayor con el paso de los años 
alcanzando un aumento del 100% en países desarrollados para 
el año 2040 (Ferri et al., 2005). Otra característica de la 
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enfermedad es su mayor riesgo en la población femenina sin 
que se sepan todavía las causas de la diversidad por género 
(Andersen et al., 1999; Di Carlo et al., 2002; Henderson., 2013). 
Los primeros síntomas en la EA son la pérdida paulatina de la 
memoria, desórdenes del lenguaje, cambios de humor y/o 
comportamiento y desorientación espacio-temporal. Con el 
deterioro cognitivo y motor, la enfermedad progresa hasta 
alcanzar la incapacidad total de las funciones corporales 
(Selkoe, 1997) (Fig. 21).  
 
 
Figura  21: Alzheimer y cerebro 
Fuente: Http://www.linkedin.com/pulse 
 
Desde el punto de vista inmunohistoquímico, la EA se 
caracteriza por la presencia de placas neuríticas y ovillos 
neurofibrilares en diversas áreas del cerebro, responsables de 
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la pérdida neuronal, el deterioro de las conexiones sinápticas y 
la gliosis reactiva causando la inflamación característica de 
esta enfermedad (Giulian, 1999; Wyss-Coray y Mucke, 2002). 
Los cambios neuropatológicos se presentan con mayor 
intensidad en el hipocampo, la corteza entorrinal, la corteza 
cerebral y estructuras subcorticales (Arnold et al., 1991). En la 
tabla 3 se indica como es la enfermedad, sus síntomas y a 
quienes afecta (Tabla 3).  
 
 
Tabla 3: Enfermedad de Alzheimer 
Fuente: Adrián Jordá Vallés 
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La aparición de la EA puede ser de comienzo temprano o 
tardío. En el primer caso, también denominado Alzheimer 
familiar, aparece con anterioridad a los 65 años, tiene una 
prevalencia baja, tan solo del 5% y se relaciona con el patrón 
de herencia autosómico dominante. La variante de la EA tardía 
está relacionada con el envejecimiento y factores de riesgo 
como obesidad, diabetes, medio ambiente y alimentación 
(Munoz y Feldman, 2000; Nussbaum y Ellis, 2003; Lindsay et 
al., 2002; Blennow et al., 2006; Withers et al., 1998). Aparece 
con posterioridad a los 65 años y presenta una prevalencia 
mayor. Independientemente de su origen, ambas variantes 
producen cambios en la actividad de presenilina 1 (PSEN1) 
(Sherrington et al., 1995), presenilina 2 (PSEN2) (Levy-Lahad 
et al., 1995) y de la proteína precursora del amiloide (APP) 
(Goate y et al., 1991; Mullan et al., 1992). Además, los 
enfermos de Alzheimer familiar presentan polimorfismos 
específicos de la apolipoproteína E (Williamson et al., 2009).  
Como resultado de estas mutaciones, se producen cambios en 
el metabolismo celular que conducen al mal procesamiento de 
la proteína precursora del amiloide (APP) (Bailey et al., 2011) y 
como consecuencia se produce un aumento de la producción 
del péptido amiloide Aβ1-42, y Aβ1-40, precursores de las placas 
neuriticas presentes en la enfermedad de Alzheimer (Scheuner 
et al., 1996). 
 
FUNCIONES PROTECTORAS DE LOS ASTROCITOS EN LA 






 1.5.1 EL PÉPTIDO Aβ Y SU SÍNTESIS  
 
Se distinguen tres tipos principales de placas seniles, las 
placas difusas que son depósitos de amiloide no fibrilar que no 
alteran el neuropilo (constituye la región entre los somas 
neuronales) ni inducen una respuesta glial, por lo que no suelen 
acarrear un deterioro congnitivo; las placas amiloideas con un 
centro más o menos denso y las placas compactas o neuríticas 
de naturaleza tóxica y especifica de la enfermedad de 
Alzheimer. Esta última conteniendo placas neuríticas, 
astrocitos y microglía activada (Cacabelos, 1999). No fue hasta 
mediados de los 80 cuando se publicó la naturaleza química de 
estas placas, constituidas fundamentalmente por un péptido de 
1-40 a 1-42 aminoácidos el cual se denominó inicialmente A4 y 
posteriormente péptido β-amiloide (Aβ). El péptido posee un 
peso molecular de 4 kDa y una secuencia proteica primaria de 
42-43 aminoácidos que sigue la ruta secretora en su formación 
(retículo endoplasmático, aparato de Golgi y endosomas), o 
que se puede introducir en las células a través de la proteína 
relacionada con el receptor de lipoproteínas de baja densidad. 
Existen dos especies diferentes de este péptido, el Aβ1-40 y el 
Aβ1-42, que se producen como producto resultante del 
catabolismo de la APP a cargo de las enzimas β y γ-secretasas. 
De las dos formas de Aβ, el más tóxico es el Aβ1-42 que forma 
agregados y placas con mayor facilidad que el Aβ1-40. 
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El Aβ tiene su origen en la proteólisis secuencial de la 
APP (Iida et al., 2002; Kang et al., 1987) por el complejo 
enzimático de las α-, β- y γ- secretasas (Fig. 22). La α-
secretasa pertenece a la familia de proteínas adamalisina o 
ADAMs (desintegrinas y metaloproteinasas) que incluyen entre 
otras la convertasa del factor α de necrosis tumoral (Asai et al., 
2003). La β-secretasa es una aspartil proteasa asociada a 
membrana, que actúa en el sitio β de la proteína APP (Farzan 
et al., 2000; Vassar, 2004). La γ-secretasa posee actividad 
catalítica modulada por los genes PSEN 1 y PSEN 2 (Kimberly 
et al., 2003) (Fig. 22). 
 
 
Figura  22: Estructura de la proteína APP 
Fuente: Adrián Jordá Vallés 
 
Una vez se ha sintetizado en el retículo endoplasmático 
rugoso, la APP pasa al aparato de Golgi, se glicosila y se 
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empaqueta en vesículas de transporte atravesando el 
citoplasma para finalmente insertarse en la membrana celular 
y ser procesada por acción del complejo enzimático α-, β- y γ- 
secretasas, siguiendo dos rutas  (LaFerla et al., 2007).  
 
La primera ruta, denominada no amiloidogénica, es la ruta 
predominante del procesamiento de APP y excluye la 
generación del péptido β-amiloide (Selkoe, 1991). Durante esta 
ruta la α-secretasa realiza un corte en la proteína APP entre los 
aminoácidos 687 y 688 correspondientes a los residuos 16 y 17 
del péptido Aβ, generando la secreción del dominio N-terminal, 
que es una forma truncada de la proteína APP, denominada 
APP soluble α (sAPPα) (Allinson et al., 2003) que está 
implicada en la sinaptogénesis (Morimoto et al., 1998) y tiene 
además una gran importancia en la formación y consolidación 
de la memoria (Huber et al., 1993; Meziane et al., 1998) así 
como en el almacenamiento de la misma (Roch et al.,1994). 
Por otro lado, el fragmento C-terminal resultante de 83 
aminoácidos, denominado C83 ó α-CTF, permanece anclado 
en la membrana para, seguidamente, ser procesado por la 
enzima γ- secretasa, cortando entre los aminoácidos 712, 714 
ó 715, correspondientes a los residuos 40, 42 ó 43 del péptido 
Aβ, generando un pequeño péptido denominado p3 (Haass et 
al., 1993) y un fragmento intracelular de APP denominado 
AICD (APP Intracellular Cytoplasmic Domain) ó γ-CTF (Haass 
FUNCIONES PROTECTORAS DE LOS ASTROCITOS EN LA 






et al., 1993). En esta ruta, la acción de la α-secretasa previene 
la formación del péptido amiloide Aβ1-42, con lo que se impide 
la formación de depósitos. La segunda ruta es la 
amiloidogénica, durante la cual se genera el péptido Aβ y de 
nuevo necesita la acción secuencial de dos proteasas (Haass, 
2004). El primer corte es debido a la β-secretasa en el extremo 
N-terminal de la secuencia del péptido Aβ, entre los 
aminoácidos 671 y 672, promoviendo la liberación del 
fragmento APP soluble β (sAPPβ) y la generación de un 
fragmento C-terminal, anclado en la membrana, de 99 
aminoácidos denominado C99 ó β-CTF (Vassar, 2001). Por 
último, el procesamiento de C99 por el complejo γ-secretasa da 
lugar al péptido Aβ y al fragmento γ-CTF (Gandy, 2005). Esta 
ruta amiloidogénica genera principalmente una especie de 40 
aminoácidos denominado Aβ40 y una especie de 42 
aminoácidos denominado Aβ42. De estas, aproximadamente el 
90% corresponde a la Aβ40 y, a pesar de que ambas especies 
son neurotóxicas e insolubles, el péptido Aβ42 se agrega con 
mayor facilidad y, por lo tanto, es más proclive a la formación 
de las placas amiloides (Iwatsubo et al., 1994). En condiciones 
normales los dos péptidos tóxicos se producen en muy bajos 
niveles. Se diferencian en dos aminoácidos pero, aún así, 
tienen propiedades fisicoquímicas muy diferentes. Aβ1-42 tiene 
tendencia a polimerizar formando oligómeros solubles que se 
agregan en protofibrillas, que le llevan a conformar la estructura 
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terciaria de la hoja β plegada característica de todos los 
péptidos amiloides. La concentración de este péptido esta 
estrechamente regulada, formando un equilibrio entre su 
génesis y eliminación realizada por parte de enzimas 
degradadoras como la neprilisina, la enzima degradadora de 
insulina (EDI) y la enzima convertidora de la angiotensina I 
(ECA1) (Cacabelos, 1999). Estas placas, que se pueden 
observar en pacientes con la EA, están implicadas en 
desencadenar una cascada de procesos que conducen a la 
muerte neuronal masiva (Giulian, 1999) (Fig. 23). 
 
 
Figura  23: Procesamiento de la proteína APP 
Fuente: Adrián Jordá Vallés 
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1.5.2 ACTIVIDAD NO PATOLÓGICA DEL β AMILOIDE 
 
Son funciones no asociadas con la enfermedad de 
Alzheimer que incluyen la activación de quinasas (Bogoyevitch 
et al., 2004; Tabaton et al., 2010), protección contra estrés 
oxidativo (Zou et al., 2002; Baruch-Suchodolsky and Fischer, 
2009),  la regulación del transporte de colesterol (Yao and 
Papadopoulos, 2002; Igbavboa et al., 2009), actuando como un 
factor de transcripción (Maloney and Lahiri, 2011) y actividad 
antimicrobiana especialmente asociado con su acción pro-
inflamatoria (Soscia et al., 2010). 
 
 1.5.3 ESTRUCTURA DE LA PROTEÍNA β AMILOIDE 
 
La proteína Beta-amiloide está no estructurada, por lo que 
en solución no adquiere una conformación terciaria compacta 
sino que forma un conjunto de estructuras. Por esa causa, no 
puede ser cristalizada y casi todo lo que se conoce de ella 
proviene de los estudios de Resonancia Magnética Nuclear 
(RMN) y de dinámica molecular. Los modelos derivados de la 
RMN indican que es un polipéptido de 26 aminoácidos formado 
a partir de beta-amiloide, Aβ 10-35 que muestran una 
estructura en espiral sin una estructura secundaria significativa, 
(Zhang et al., 2000). También se ha demostrado, mediante 
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estudios de réplica, cambio y dinámica molecular, que la 
proteína β amiloide se puede encontrar en diversos estados 
(Yang and Teplow, 2008a). Ademas, en simulaciones guiadas 
por RMN, parece que la proteína  β amiloide 1-40 y beta-
amiloide 1-42 cuentan con estados de conformación muy 
diferentes (Sgourakis et al., 2007) con el fragmento C-terminal 
de la β amiloide 1-42 siendo más estructurado que el de los 
fragmentos de la 1-40.  
 
Respecto al estado oligomérico, la información estructural 
es aún escasa ya desde el año 2010. Cuando las condiciones 
son de baja temperatura y baja sal se logra aislar los 
oligómeros en pentaméricos en forma de disco de esta 
proteína, y Ahmed y colaboradores vieron que son carentes de 
estructura beta (Ahmed et al., 2010). Por otra parte, oligómeros 
solubles preparados en presencia de detergentes parecen 
tener un contenido importante de láminas beta con caracteres 
paralelos y antiparalelos, diferentes de fibrillas (Yu et al., 2009). 
  
1.5.4 ESTRATEGIAS CONTRA EL AMILOIDE 
 
Las estrategias de intervención que los investigadores 
indican como las más plausibles son (Citron, 1992): 
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- Inhibidores de β-secretasa: Impiden la primera división 
de APP fuera de la célula. 
- Inhibidores de γ-secretasa (semagacestat): Actuan 
bloqueando la segunda división de APP en la membrana 
celular y por lo tanto, detienen la subsecuente formación 
de Aβ y sus fragmentos tóxicos.  
- Agentes reductores selectivos de Aβ-42 (por ejemplo, 
tarenflurbil): Modulan la γ-secretasa para reducir la 
producción de Aβ1-42 favoreciendo otras versiones de Aβ 
(fragmentos más cortos).  
- Inmunoterapias: Estimulan el sistema inmune para 
reconocer y atacar al Aβ, proporcionar anticuerpos que 
previenen la deposición de la placa, o mejorar la 
eliminación de las placas. 
- Agentes anti-agregantes (Lashuel et al., 2002) 
(apomorfina): Evita que los fragmentos del Aβ se 
acumulen o que se eliminen si es que ya se agregaron 
(Hanaki et al., 2018).  
 
Además, se ha descrito que suplementos de la hormona 
melatonina podrían ser eficaces contra la proteína β amiloide. 
La melatonina interactúa con la proteína β amiloide e inhibe su 
agregación (Pappolla et al., 1998; Lahiri et al., 2005; Wan et al., 
2008). Esto se produce sólo a través de una interacción con los 
dímeros del péptido β amiloide soluble y además, la melatonina 
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no revierte la formación de fibrillas u oligómeros de β amiloide 
una vez que se forman. Han sido experimentos en ratones 
transgénicos los que han sugerido que la melatonina tiene el 
potencial de prevenir la deposición de amiloide si se administra 
de forma temprana, pero no es eficaz para revertir la deposición 
de amiloide una vez que se deposita, para tratar la enfermedad 
de Alzheimer. La relación de Alzheimer con la melatonina, 
derivada de la serotonina, que también regula el sueño, se ve 
reforzada por las investigaciones recientes que muestran que 
en el estado de vigilia, donde se induce la hormona orexina, se 
produce una clara influencia sobre el péptido β amiloide (Kang 
et al., 2009). Por otra parte, los experimentos con animales han 
mostrado que la melatonina también puede corregir ligeras 
elevaciones de colesterol, que es también un factor de riesgo 
temprano para la formación de placas de amiloide. 
Curiosamente, el cannabinoide HU-210 previene la inflamación 
promovida por β amiloide (Kang et al., 2009), al igual que el 
cannabinoide Win (Aguirre-Rueda et al., 2015a). 
 
1.5.5 RITMOS CIRCADIANOS Y ALZHEIMER 
 
En el año 2009 se publicó un articulo donde se 
demostraba que la producción del β amiloide tiene un ciclo 
circadiano, aumenta cuando la persona se encuentra en estado 
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de vigilia y disminuye durante el sueño (Kang et al., 2009). La 
producción del neuropéptido orexina, durante el estado de 
vigilia, es necesaria para la producción del ritmo circadiano de 
la β amiloide. El articulo demuestra que largos períodos de 
vigilia (debido a la falta de sueño) puede ocasionar una 
acumulación crónica de β amiloide, que podría hipotéticamente 
conducir a la enfermedad de Alzheimer (Kang et al., 2009) (Fig. 
24). Los recientes descubrimientos en los cuales la privación 
crónica o excesiva de sueño está asociada con el inicio de 




Figura  24: Ciclo circadiano 
Fuente: Adrián Jordá 
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La melatonina también se encuentra relacionada con el 
mantenimiento del ritmo circadiano y de manera particular 
también se ha relacionado con el fenómeno "crepuscular", en 
el cual los pacientes con enfermedad de Alzheimer que tienen 
las placas amiloides en el hipotálamo, muestran exacerbación 
de los síntomas de la enfermedad al finalizar el día. Este 
fenómeno "crepuscular" puede estar directa o indirectamente 
relacionado con el descubrimiento reciente sobre el aumento 
contínuo en la producción del β amiloide durante el transcurso 
del día (Fig. 24). 
 
1.5.6 MEDICIÓN DE LA PROTEÍNA β AMILOIDE 
 
Diferentes formas de medición del β amiloide: 
- Puede ser medido de manera semi-cuantitativa por medio 
de inmunomarcación permitiendo determinar también su 
ubicación. β amiloide puede ser principalmente vascular, 
como en la angiopatía amiloide cerebral, o situarse en las 
placas seniles y vasculares. 
- La prueba de ELISA es un método altamente sensible 
consistente en un inmunoensayo útil para detectar β 
amiloide con ayuda de dos anticuerpos específicos que 
funcionan como marcadores. 
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- Compuestos por imágenes, en particular el Compuesto 
Pittsburgh-B, (BTA-1, un thioflavin), que de forma 
selectiva pueden unirse a β amiloide in vitro e in vivo. Esta 
técnica se utiliza de manera muy efectiva combinada con 
imágenes de PET y ha sido utilizada para áreas de 
imagen de los depósitos de placa en los pacientes con 
Alzheimer. 
- Microscopía de fuerza atómica que puede visualizar 
superficies moleculares a escala nanométrica. Se puede 
utilizar para determinar el estado de agregación del β 
amiloide in vitro (Rekas et al., 2007). 
- Interferometría de polarización dual, es una técnica óptica 
que puede medir las primeras etapas de agregación y la 
inhibición mediante la medición del tamaño molecular y la 
densidad de las fibras alargadas (Gengler et al., 2007; 
Sanghera et al., 2009). 
 
1.5.7 TEORIAS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
 
Existen diferentes teorías sobre la aparición y desarrollo 
de la enfermedad de Alzheimer. La tabla 4 expone las teorías 
que se han propuesto a lo largo de la existencia de esta 
enfermedad. 
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Tabla 4: Teorias enfermedad de Alzheimer 
 
1.5.7.1 TEORÍA DEL PÉPTIDO β AMILOIDE 
 
Se relaciona con la proteína beta amiloide ya que la 
producción del péptido β amiloide en cantidades mayores a las 
normales se piensa que tiene una clara influencia en el origen 
de la enfermedad. Esta teoría también ha sido llamada “la 
hipótesis de la cascada amiloide” (Hardy and Higgins, 1992). 
Los ovillos neurofibrilares aparecerían como consecuencia al 
daño ocasionado por el péptido tóxico a las neuronas. Se sabe, 
por numerosos estudios en cultivo primario (Vallés et al., 2010; 
Aguirre-Rueda et al., 2015b), que el péptido tóxico β amiloide, 
no la forma monomérica o soluble del péptido sino la forma 
oligomérica, es tóxica para las neuronas, al tiempo que ejerce 
efectos tróficos sobre las células gliales. Además, 
desencadena la respuesta inflamatoria y no que son sub-
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productos de esta. Pero la liberación de citoquinas en las fases 
iniciales de la inflamación conduce a una mayor acumulación 
del péptido tóxico, con lo que el problema se exacerba cada 
vez más (Tuppo and Arias, 2005). Durante estos últimos años 
se ha observado que, tanto in situ como in vitro, el péptido 
tóxico β amiloide desencadena la reacción inflamatoria en el 
cerebro de pacientes con la enfermedad de Alzheimer, 
detectándose diferentes marcadores inflamatorios expresados 
de manera desproporcionada en la enfermedad (Walsh and 
Selkoe, 2007).  
 
1.5.7.2 TEORÍA DE LA PROTEÍNA TAU 
 
Esta teoría defiende que es la hiperfosforilación de la 
proteína Tau la involucrada en la formación de los daños 
neuronales. Esta proteína aparece en los ovillos de 
degeneración neurofibrilar, que constituyen una de las 
características histológicas de la enfermedad. Se encuentran 
en el citoplasma de las neuronas y su número está 
directamente relacionado con la severidad de la demencia. 
Están formados por multitud de filamentos helicoidales 
emparejados con características diferentes de los 
neurofilamentos y microtúbulos considerados normales. La 
proteína Tau es una de las proteínas fundamentales que se 
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encuentra anormalmente fosforilada en los microtúbulos de la 
enfermedad de Alzheimer (Boutajangout and Wisniewski, 
2014). 
 
1.5.7.3 MUTACIONES GENES CROMOSOMAS 17 Y 21 
 
Las mutaciones en el gen de la proteína precursora 
amiloidea son responsables del 5 a 20% de los casos de 
enfermedad de Alzheimer familiar precoz. La proteína 
precursora amiloidea se encuentra localizada en el cromosoma 
21. Esta proteína, al ser procesada por una vía amiloidogénica, 
origina el β amiloide que se deposita en las placas seniles y 
causa efectos tóxicos directos sobre las neuronas. En el 
cromosoma 17 se encuentra el gen que codifica la síntesis de 
la proteína Tau. Las mutaciones de este gen provocan una 
fosforilación irreversible de la proteína que ocasionará una 
función anormal y favorecerá su autoagregación formando los 
ovillos neurofibrilares. La correlación entre lesiones patológicas 
y la intensidad de la enfermedad ha sido únicamente 
establecida con los ovillos neurofibrilares, por lo que muchos 
autores creen que esta teoría debería ser la más plausible. De 
todas maneras, la mayoría de los autores sigue pensando que 
es la teoría amiloidogénica la más plausible. El desequilibrio 
entre la formación y la eliminación de Aβ y su posterior 
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acumulación sería el desencadenante de una serie de eventos 
negativos como la disfunción sináptica, la inflamación glial, la 
hiperfosforilación y la agregación de TAU en ovillos 
neurofibrilares. Todos estos desembocarián en la muerte 
neuronal. La principal novedad de esta hipótesis radicó en 
conferir a la Aβ un papel causal y muy importante sobre la vía 
de la proteína TAU, que sería un evento de naturaleza 
secundaria (Murray et al., 2009).  
 
1.5.7.4 TEORÍA VASCULAR 
 
La teoría vascular de la enfermedad de Alzheimer fue 
propuesta hace ya 24 años por unas observaciones realizadas 
en ratas envejecidas sometidas a hipoperfusión cerebral 
crónica (De Jong et al., 1997). En los últimos años esta teoría 
se está convirtiendo, poco a poco, en la más aceptada. Se la 
considera la piedra angular de numerosos estudios de 
neuroimagen donde se analizan los cambios hemodinámicos 
cerebrales y en particular la hipoperfusión que aparece en 
pacientes mayores con riesgo importante de desarrollar la 
enfermedad de Alzheimer.  
 
FUNCIONES PROTECTORAS DE LOS ASTROCITOS EN LA 






La mayoría de los neuroradiólogos, indican que la 
hipoperfusión cerebral se relaciona con la patogénesis de la 
enfermedad de Alzheimer y que la alteración del riego 
sanguíneo cerebral puede servir como marcador biológico 
clave para poder predecir la progresión del defecto cognitivo 
leve detectado en los estadios tempranos de la enfermedad.  
 
Actualmente, el uso como predictor pre-clínico de la 
hipoperfusión cerebral se ha convertido en decisivo para 
clasificar los pacientes de alto o bajo riesgo de desarrollar 
deterioro cognitivo y también para evaluar cómo de efectivas 
son las intervenciones terapéuticas. La investigación que los 
grupos de neuroimagen realizan en nuestros días pretende 
consiguir nuevas perspectivas para ampliar la comprensión de 
la enfermedad de Alzheimer y mejoramiento del estilo de vida 
de los enfermos. Los métodos de neuroimagen se están 
utilizando para monitorizar la actividad cerebral normal y 
cognitiva dañada. Algunas técnicas son muy potentes; 
diagnostican, cuantifican, pronostican y predicen el deterioro 
cognitivo bastante antes de sufrir la enfermedad de Alzheimer, 
incluso en un estado de salud cognitiva adecuada. Además, las 
imágenes multimodales nos ofrecen nuevas ideas para el 
tratamiento y prevención del deterioro cognitivo leve en 
avanzada edad y un mejor entendimiento de la organización 
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funcional y estructural del cerebro humano (Armstrong, 2013; 
Rentoumi et al., 2014).  
 
1.6 MUERTE CELULAR: NECROSIS Y APOPTOSIS 
 
La apoptosis y la necrosis (Virchow, 1858) son dos 





El término necrosis implica la ruptura de la membrana e 
hipoxia, lo que produce una disminución de las 
concentraciones del ATP, liberación de enzimas lisosomales, 
colapso metabólico, edematización y disolución de la célula, 
provocando un proceso inflamatorio (Becerra et., 2009) (Fig. 
25). En cambio, la apoptosis no origina un proceso inflamatorio 
ya que la célula se dirige a muerte celular sin ruptura de la 
membrana celular (Fig. 26) (Xing et al., 2009). 
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Figura  25: Muerte celular por necrosis 
Fuente: Adrián Jordá 
1.6.2 APOPTOSIS 
 
La primera descripción del fenómeno de la apoptosis la 
realizó William Councilman en 1890. En 1914 Robert Schröder 
describe la presencia de partículas con la cromatina 
condensada “picnótica” en las glándulas endometriales 
(necrosis por encogimiento) y fue en 1972 cuando se empezó 
a utilizar el término apoptosis. 
 
La apoptosis, o muerte celular programada, afecta a 
células individuales más que a todas las células de un tejido y 
constituye una medida fisiológica de renovación celular. 
Estando bajo control genético, se caracteriza por el colapso 
celular, condensación de la cromatina y la fragmentación del 
ADN (Fig. 26). 
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Figura  26: Muerte por apoptosis 
Fuente: Adrián Jordá. 
 
Las células apoptóticas son rápidamente fagocitadas por 
macrófagos, evitando así una reacción inflamatoria por 
secreción de citocinas y por lo tanto, manteniendo la 
homeostasis tisular que asegura el estado de salud del 
organismo. En el sistema nervioso del adulto puede ser 
inducida por diversos factores externos como isquemia, 
trauma, infecciones y enfermedades neurodegenerativas como 
Alzheimer, Parkinson y Esclerosis Lateral Amiotrófica. 
Además, son fundamentales en las interacciones entre las 
células del sistema vascular, glial y neuronal (Becerra et al., 
2009; Ortega-Camarillo et al., 2001) (Fig. 27). 
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Figura  27: Muerte celular por necrosis y por apoptosis 
Fuente: Adrián Jordá. 
 
1.6.2.1 ETAPAS DE LA APOPTOSIS 
 
El proceso apoptótico se diferencia en 3 etapas: la 
primera fase de iniciación, en la cual la célula recibe el estímulo 
que la conduce a la muerte; la segunda fase de ejecución, 
donde se producen los cambios morfológicos y bioquímicos 
característicos y una tercera fase de eliminación de los restos 
celulares, que son degradados por células fagocíticas 
(macrófagos). En la apoptosis la comunicación intercelular es 
esencial para que se lleve a cabo el proceso apoptótico.  
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1.6.2.1.1 LA FASE DE INICIACIÓN 
 
La apoptosis puede ser desencadenada por diferentes 
señales intracelulares, como el estrés biológico, que provoca la 
liberación por parte de la mitocondria del Citocromo c, 
induciendo la vía intrínseca y otras señales como la inflamación 
local o generalizada producida por tóxicos, bacterias o virus. 
Las señales proapoptóticas se desencadenan por la unión de 
FAS (receptor de muerte) a su ligando (Fig. 28), induciendo la 
vía extrínseca.  
 
1.6.2.1.2 LA FASE DE EJECUCIÓN 
 
En la célula apoptótica se produce una disminución del 
citoplasma con disminución del tamaño, condensación y 
fragmentación de la cromatina alrededor de la envoltura 
nuclear y la generación de vesículas que contienen parte de la 
cromatina y de los orgánulos celulares que van a constituir los 
cuerpos apoptóticos. Por otra parte se producen cambios en la 
mitocondria, como desacoplamiento de la cadena de transporte 
de electrones para la síntesis del ATP, estrés oxidativo, 
reducción del potencial transmembrana y liberación del 
Citocromo c al citoplasma. 
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Los cambios a nivel bioquímico de la señal de apoptosis 
que recibe la célula van a ser trasmitidos a través de las 
enzimas caspasas. Estas enzimas constituyen una familia de 
proteasas de cisteína que muestran entre si semejanzas en la 
secuencia de aminoácidos, en la estructura y en la 
especificidad. Son sintetizadas como pro-enzimas requiriendo 
un proceso proteolítico para su activación (hidrólisis del 
polipéptido inactivador de caspasas). Actualmente se conocen 
14 caspasas, de las cuales 6 están relacionadas con procesos 
inflamatorios y las restantes con apoptosis, dividiéndose en 
caspasas iniciadoras (8, 9 y 12) y ejecutoras (2, 3 y 6) 
(Casanova, 2003). 
 
Como se ha indicado, hay dos vías que llevan hacia la 
apoptosis, que son la vía extrínseca o mediada por receptor y 
la vía intrínseca o mitocondrial. La vía extrínseca se inicia por 
activación de los receptores de muerte localizados en la 
membrana celular. Estos receptores pertenecen a la 
superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, 
TNFR1, el Fas (Apo-1 o CD95), el DR3 (receptor del muerte 3 
o Apo-3), el DR4 (receptor del muerte 4), el DR5 (Apo-2) y el 
DR6, presentes todos en las células nerviosas (Fig.28). 
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Figura  28: Vías de inducción de la apoptosis 
Fuente: Adrián Jordá desde Sabroso, C. M., & Suárez, A. I. T. (2013). 
 
La proteína adaptadora FADD media la inmediata 
activación de la caspasa 8. Una vez activada desencadena la 
producción de otras caspasas, incluyendo la 3 y paralelamente 
puede activar la vía intrínseca por activación de la proteína Bid 
(Fig. 28), lo cual provoca la salida del Citocromo c (proteína 
proapoptótica) y del Apaf1 (factor activador de la proteasa 
apoptótica 1) de la mitocondria al citoplasma, para formar el 
apoptosoma y de esta forma activar la caspasa 9 y la vía 
intrínseca (Angosto, 2012).  
 
Dentro de la mitocondria el Citocromo c, implicado en la 
fosforilación oxidativa mitocondrial, es uno de los componentes 
FUNCIONES PROTECTORAS DE LOS ASTROCITOS EN LA 






requeridos para la activación de la caspasa-9 en el citosol. Es 
importante resaltar que un fallo catastrófico de fosforilación 
oxidativa provoca neurodegeneración cortico-hipocampal 
(Sorensen et al., 2001). 
 
El complejo III o complejo Citocromo bc1, obtiene dos 
electrones y se los transfiere a dos moléculas de Citocromo c. 
Este último es un transportador de electrones hidrosoluble 
situado en el espacio intermembrana de la mitocondria (Li, 
1997). El complejo IV o Citocromo c oxidasa capta cuatro 
electrones de las cuatro moléculas de Citocromo c y se 
transfieren al oxígeno para producir dos moléculas de agua. 
Además, se translocan cuatro protones al espacio 
intermembrana, por los cuatro electrones. Por otra parte, cuatro 
protones formarán el agua al desaparecer de la matriz. En este 
proceso apoptótico se requiere la presencia de ATP, el cual 
marca el inicio de la cadena apoptótica a través de la activación 
de la caspasa-9. Esta funciona como una caspasa iniciadora 
que a su vez activa las caspasas 3, 6 y 7, caspasas efectoras 
que inician la vía intrínseca de la apoptosis. En la célula sana 
la membrana externa de la mitocondria expresa la proteína Bcl-
2 (Fig. 29) que se une a la proteína Apaf-1, ocasionando el 
mantenimiento de su inactividad (subfamilia I anti-apoptótica). 
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Ante cualquier alteración del equilibrio interno de la 
célula y de la permeabilidad de la membrana mitocondrial, se 
produce la liberación del Citocromo c al citoplasma, donde su 
función cambia al interactuar con la proteína Apaf-1 en el 
domino WD-40 y con la procaspasa 9 conformando con estas 
dos proteínas un complejo denominado apoptosoma (Ortega-
Camarillo et al., 2001; Hoyos et al., 2015). En el exterior de la 
mitocondria y con presencia del ATP, el Citocromo c se une a 
la proteína Apaf-1 formando el complejo denominado 
apoptosoma que hidroliza la procaspasa-3 a caspasa-3. Esta 
se encarga de ejecutar la apoptosis, generando distintas 
proteínas cuya suma resultará en el desmantelamiento 
ordenado y en la muerte de la célula (Fig. 29). 
 
En última instancia se origina la destrucción de las 
proteínas estructurales en el citoplasma, se produce la 
degradación del DNA cromosómico y se inicia la fagocitosis de 
los cuerpos apoptóticos (Hoyos et al., 2015; Angosto, 2012; 
Ortega-Camarillo et al., 2001; Li, 1997). 
 
La vía intrínseca o mitocondrial (Fig. 29) se inicia por daño 
en el ADN, por estrés o por otras señales pro-apoptóticas, 
como la inducción de proteínas Bcl-2 (B-leucemia-celular-2). 
Este daño produce un aumento de la apoptosis mediante 
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proteínas activadoras proapoptóticas como Bad, Bax y Bid 
(subfamilia II y III), que  alteran la permeabilidad de la 
membrana de los orgánulos intracelulares (Li et al., 1998; 
Wolter et al., 1997; Puthalakath et al., 1999). Cuando estas 
proteínas se unen a la membrana externa mitocondrial, se 
forman poros o canales que atraviesan la membrana y alteran 
la permeabilidad reduciendo el potencial de membrana, 
aumentando el volumen mitocondrial y permitiendo la salida al 
citoplasma del Citocromo c (Antonsson & Martinou, 2000). 
 
 
Figura  29: Vías múltiples de estrés celular y  apoptosis 
Fuente: Adrián Jordá desde Sterin-Speziale & Leocata Nieto, (2007). 
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Una de las proteínas liberadas por la mitocondria es la AIF 
(factor inductor de apoptosis). Es una proteína situada en el 
espacio intermembranal de la mitocondria (Fig. 29). Actua 
contra la acción de los radicales libres y participa en reacciones 
de oxidorredución al nivel mitocondrial (Becerra et al., 2009). El 
AIF está localizado en el cromosoma X en los humanos. AIF1 
es el más abundante de los tipos de AIF, es trasladado desde 
el citosol y recolocado en el espacio intermembranal de la 
mitocondria. Dentro de la mitocondria, AIF pasa a su 
configuración funcional gracias a la ayuda del cofactor flavin 
adenin dinucleótido (FAD). AIF funciona como una NADH y 
NADPH oxidasa, pero actualmente diferentes investigadores 
han indicado que la zona N-terminal de AIF podría intervenir en 
las interacciones con otras proteínas o bien controlando las 
reacciones redox y la especificidad de sustrato (Hangen et al., 
2010). 
 
La proteína BAT3, que es utilizada para regular la 
organogénesis, puede incrementar la vida media de AIF. Como 
resultado, disminuye la cantidad de BAT3 conduciendo a la 
fragmentación de AIF. El inhibidor de la apoptosis unido al gen 
X (XIAP) tiene la capacidad de inluenciar, junto a FAD, en la 
vida media de AIF. Estas dos moléculas no afectan a la unión 
de AIF a la membrana interna mitocondrial. Sin embargo, si que 
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actúan sobre la estabilidad de AIF cuando esta proteína se 
encuentra en el interior de la mitocondria. 
 
En condiciones de estrés, AIF es liberada desde la 
mitocondria del mismo modo que el Citocromo c, pero hacia el 
núcleo celular donde desencadena la condensación de la 
cromatina y la fragmentación del ADN de la célula, con el fin de 
inducir la muerte celular programada. Además, la proteína AIF 
es un efector de muerte independiente de las caspasas, tanto 
iniciadoras como efectoras, que puede producir cambios en el 
núcleo para entrar en apoptosis (Becerra et al., 2009; Angosto, 
2012). 
 
La proteína Smac (second mitochondria-derived activator 
of caspases) o Diablo (direct IAP binding protein with low pI), 
es la segunda proteína mitocondrial activadora de las caspasas 
(Adrain et al., 2001). Esta proteína se une directamente a las 
proteínas inhibidoras de las proteínas apoptóticas (IAP’s) 
antagonizando su función (Fig. 29), permitiendo la producción 
de la apoptosis por las caspasas iniciadoras, como la 9 y 
efectoras, como la 3, 6 o 7. De esta forma se asegura que estas 
proteínas antiapop- tóticas no puedan parar la muerte celular 
programada que la célula ha iniciado (Vucic et al., 2002; 
Becerra et al., 2009; Angosto, 2012).  
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Por otra parte, con el fin de conocer los mecanismos “in 
vivo” para conseguir lograr estrategias terapéuticas 
encaminadas a la prevención y evitar la progresión del cáncer, 
numerosas investigaciones se han dirigido hacia el diseño y 
desarrollo de moléculas Smac de pequeño tamaño miméticas 
a esta proteína (Bai et al., 2014; Becerra et al., 2009). 
 
Las rutas iniciadas por el Smac/Diablo, AIF o Citocromo c 
coexisten en una misma célula y se pueden desencadenar por 
un mismo estimulo (Becerra et al., 2009). En los últimos años 
la investigación en enfermedades neurodegenerativas se ha 
orientado a determinar cuál es la contribución del proceso de 
apoptosis y a desarrollar las terapias adecuadas para controlar 
este proceso. Se ha conseguido avanzar tanto a nivel celular 
en cultivos como en experimentos “in vitro”, donde el 
conocimiento tanto de los mecanismos moleculares que 
conducen a la muerte celular programada, como de las vías de 
señalización implicadas en dichos mecanismos, ha sido y es 
una prioridad. 
 
1.6.2.1.3 LA FASE DE ELIMINACIÓN 
 
Las células apoptóticas y sus fragmentos experimentan 
varios cambios en las membranas que inducen a la fagocitosis. 
Así, son eliminadas antes de sufrir una necrosis secundaria 
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evitando la inflamación. Numerosos receptores de los fagocitos 
y ligandos inducidos en las células apoptóticas participan en la 
unión y en su fagocitosis. Sin embargo, existen claras 
evidencias de que no son solo los fagocitos los que participan 
en esta fase de eliminación, sino también las células 
dendríticas, epiteliales y los fibroblastos (Palmer et al., 1999). 
 
El conocimiento de los mecanismos de la apoptosis (Fig. 
30) permite entender el proceso patológico, bien por la inhibición 
de la apoptosis como en el cáncer (carcinomas con mutaciones 
de p53, gliomas y cáncer colorrectal), en los tumores 
dependientes de hormonas (carcinomas, próstata u ovario) y en 
enfermedades autoinmunes (miastenia gravis) o bien por el 
incremento del proceso de la apoptosis, como ocurre en 
diferentes enfermedades neurodegenerativas (EA, p38, 
Parkinson, ELA y epilepsia), en el daño a los órganos (Diabetes 
Mellitus 1 o daño isquémico) o en el Sida (Ortega-Camarillo et 
al., 2001; Vallés et al., 2008). La figura 30 muestra el receptor 
TNFR1 que a través de TRADD y DED produce apoptosis, pero 
que puede conectarse también mediante proteínas acopladas 
a Src e inhibir la apoptosis. Además en esta figura se indican 
las proteínas implicadas en la apoptosis como: Fas, que son 
receptores detectados por anticuerpos monoclonales. CD95, 
que unen a la citoquina Fas-ligand. TNFR-1, que es el factor de 
necrosis tumoral receptor 1 que se une a la citoquina TNF. DD, 
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que es el dominio de muerte. FADD, que es la proteína Fas de 
asociación con DD. TRADD, que es el receptor TNF asociado 
con DD. DED, que es el dominio efector de muerte. Apaf-1, que 
es la proteasa apoptótica de activación del factor-1. Citocromo 




Figura  30: Vías de la apoptosis 
Fuente: Adrián Jordá Vallés. De Casanova ER. Apoptosis. www.egoncasanova .cl. 
mayo 2003. 
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1.7 MUERTE CELULAR EN EL ALZHEIMER 
 
En el SNC, durante el desarrollo, se produce una tasa de 
muerte celular que es patogénica e incluso es necesaria para 
el buen funcionamiento del futuro SNC (Baehrecke., 2002). Por 
el contrario, una tasa elevada de muerte celular en el sistema 
nervioso del adulto nos indica presencia de enfermedad 
neurodegenerativa. La muerte celular se puede desencadenar 
por diversas causas como, pérdida en su correcta función, 
daño mecánico, infección por microorganismos o virus, acción 
de sustancias tóxicas o por falta de nutrientes. La muerte 
celular por diferentes procesos y causas se lleva a cabo por 
mecanismos fisiológicos regulados como la apoptosis, o 
muerte celular programada, la autofagia y un tercer proceso 
que es la necrosis irreversible y sin control (Camins et al., 2008; 
Degterev y Yuan., 2008). 
 
En la enfermedad de Alzheimer existen evidencias que 
implican dicha enfermedad con la apoptosis. En el proceso 
apoptótico se produce condensación de la cromatina con 
fragmentación de ADN y del núcleo celular que aparecen en la 
enfermedad de Alzheimer junto con depósitos de amiloide y de 
ovillos neurofibrilares (Lassmann y cols., 1995). También 
aparecen cuerpos apoptóticos (Lockshin y Zakeri, 2004) y 
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activación de  caspasas (Cribbs et al., 2004) en las neuronas 
con ovillos neurofibrilares (Su et al.,  1994). Por otra parte, 
mutaciones en las presenilinas ocasionan que las neuronas se 
vuelvan más vulnerables a la apoptosis debido a la ausencia 
de factores tróficos o por factores de estrés (Guo et al., 1997).  
 
Como ya comentamos anteriormente, existen dos tipos de 
vías de inducción de la apoptosis, la vía intrínseca y la vía 
extrínseca. En la vía extrínseca se produce activación de 
receptores de muerte por actuación de agentes apoptóticos. 
Estos receptores de membrana pertenecen a la super familia 
de TNFR (receptores de la familia de tumor necrosis factor)  
(Danial y Korsmeyer., 2004). En la activación de la segunda 
vía, la vía intrínseca o también llamada vía mitocondrial, se ven 
envueltas proteínas reguladoras de la familia Bcl-2, 
produciéndose finalmente por la mitocondria citocromo c (Fig. 
31) y AIF (factor inductor de apoptosis). Además, se forma así 
el complejo apoptosoma y se activan las caspasas. Las dos 
vías han sido relacionadas con patologías neurodegenerativas 
(Haass, 1999; Harada and Sugimoto, 1999; Zhang et al., 2000). 
El complejo IV, también llamado citocromo c oxidasa, acopla la 
oxidación del citocromo c con la reducción del O2 a agua y ha 
sido muy relacionado con las enfermedades 
neurodegenerativas (Haass, 1999; Zhang et al., 2000) (Fig. 31).  
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Figura  31: Complejo IV 
Fuente: Adrián Jordá desde Sabroso & Suárez (2013). 
 
La autofagia se ha visto ligada a enfermedades 
neurológicas y neurodegenerativas (Lockshin y Zakeri, 2004). 
Como ha propuesto Yu y colaboradores en el 2005, la 
presencia de vesículas autofágicas de manera continuada, 
podría indicar una fuente interna de Aβ, ya que en las vesículas 
puede haber APP y secretasas que contribuirían al aumento de 
depósitos de Aβ en la enfermedad de Alzheimer (Yu et al.,  
2003). La relación entre autofagia y apoptosis, donde las 
alteraciones en la autofagia puede inducir muerte por apoptosis 
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en AD, ha sido indicado por diferentes autores en el año 2002 
(Brunk y Terman, 2002;  Tolkovsky et al., 2002). Además, 
cuando la vía de las caspasas, y por lo tanto la muerte por 
apoptosis, se encuentra inhibida se activa una vía alternativa 
de muerte celular, la autofagia (Camins et al.,  2008). 
 
1.8 NEURODEGENERACIÓN EN LA ENFERMEDAD 
 
Existen diferentes  condiciones que producen 
neurodegeneración que inducen y conllevan a la muerte celular 
como son, la cascada Aβ, la relación con el colesterol, la 
hiperfosforilación de TAU, el estrés oxidativo, la inflamación, los 
procesos de excitotoxicidad y de cambios en el ciclo celular 
(Newman and Wekerie, 1998). Todos pueden afectar rutas de 
señalización implicadas en la muerte celular y progresión del 
daño (Fig. 32). Existe una comunicación entre el cerebro y la 
sangre que es necesaria para la alimentación y excreción de 
sustancias. Este órgano cerebral necesita glucosa para 
alimentarse y oxigeno constante para realizar sus funciones 
básicas. Necesita glucosa ya que es la única fuente de 
alimentación de este órgano, no así como otros órganos. La 
comunicación cerebro-sangre se ve truncada para proteínas 
grandes y complejas como la proteína APP que se ve incapaz 
de atravesar la barrera hematoencefálica existente entre 
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cerebro y sangre. De todas maneras, en individuos con barrera 
hematoencefálica dañada o sin desarrollar, la proteína APP 
puede atravesar la barrera y producir determinados efectos.  
 
 
Figura  32: Fisiopatología oxidativa en el cerebro de Alzheimer 
Fuente: Adrián Jordá Vallés 
 
 
En el cerebro la proteína APP puede ocasionar el 
aumento del péptido tóxico Aβ, que se acumulará en forma de 
oligómeros produciéndose, posteriormente, la precipitación de 
la proteína formando placas amiloideas, como las encontradas 
en humanos después de la anatomía patológica. En cambio, en 
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la sangre, la presencia de la proteína Aβ, tras el corte de la 
proteína precursora APP, puede producir destrucción del 
péptido tóxico mediante degradación periférica, o puede unirse 
a la proteína RAGE que provocará la entrada del péptido al 




Figura  33: Cerebro, endotelio, sangre y movimiento de Aβ 
Fuente: Adrián Jordá Vallés 
 
Se han descrito diferentes mecanismos de la muerte de 
las neuronas por los depósitos del péptido Aβ1-42. Las más 
importantes son la hiperfosforilación de la proteína TAU y la 
reacción inflamatoria local. La proteína TAU se encuentra 
situada en el interior neuronal formando parte del citoesqueleto 
celular.  Debido a su carácter microtubular se encarga del 
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transporte de sustancias, entre ellas mensajeros, sustancias 
tróficas y neurotransmisoras desde una parte a otra de la 
neurona. Para ello se dispone en forma de barras largas desde 
el núcleo, siguiendo por el axón y llegando hasta el botón 
sináptico. En la enfermedad de Alzheimer esta proteína se 
encuentra hiperfosforilada lo que provoca la disrupción de la 
proteína, su cambio conformacional y la imposibilidad de 
realización de sus funciones. Desde una forma regular como 
túbulos pasa a formar ovillos neurofibrilares enmarañados que 
no pueden transportar, obviamente, nada a través del axón, por 
lo que la célula se enfrenta a la imposibilidad de alimentarse y 
de distribuir tanto alimento como energía (LaFerla y Oddo, 
2005) (Fig. 33). El péptido Aβ1-42 también puede acumularse en 
la neurona produciendo agregación de su forma monomérica a 
oligomérica. Este hecho puede provocar la hiperfosforilación de 
TAU y la pérdida de funcionalidad tanto sináptica como a nivel 
de comunicación neuronal. Las mitocondrias perderán también 
su funcionalidad con una clara pérdida de la comunicación 
sináptica, disminuyendo esta de manera acumulativa y con 
disfunción en la homeostasis del calcio (LaFerla et al., 2007) 
(Fig. 34).  
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Figura  34: Proteína TAU 
Fuente: Adrián Jordá de News-medical.net 
 
En la reacción inflamatoria local es muy importante la 
participación de las células astrocíticas y la microglia. Se 
produce un aumento significativo de proteínas pro-
inflamatorias, como por ejemplo las citoquinas IL-1 y TNF-α, y 
de estrés oxidativo mediante la liberación de sus especies 
reactivas (Mrak y Griffin., 2005). Además, se activan receptores 
como los receptores tipo Toll (Akira. 2003).  
 
El proceso inflamatorio puede ocasionar alteraciones en 
la neurotransmisión con muerte celular e imposibilidad de 
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sinapsis entre las células (Wyss-Coray y Muckie, 2002) (Fig. 
35). Diferentes citoquinas pro-apoptóticas pueden inducirse 
durante el proceso inflamatorio, entre ellas IL-1, TNF-α, TRAIL 
o FasL, que podrán inducir apoptosis en células degeneradas 
que expresan el receptor de muerte correspondiente.  
 
La Figura 34 indica que las citoquinas sintetizadas y 
liberadas al espacio intercelular interactúan con receptores de 
muerte presentes en la misma célula o en células vecinas 
(efecto bystander), induciendo la activación de caspasas y 
finalmente la muerte por apoptosis. Debido a que los 
receptores de muerte también pueden expresarse en células 
normales del parénquima cerebral, puede producirse un riesgo 
mayor de aparición de neurotoxicidad (Wyss-Coray, 2006) (Fig. 
35). Un dato a destacar es que los astrocitos contribuyen, junto 
con la microglia, a la eliminación mediante fagocitosis del tejido 
dañado por apoptosis (Lööv et al., 2012). 
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Figura  35: Neurotoxicidad celular 
Citoquinas se sintetizan y liberan al espacio intercelular (a), interactúan con 
receptores de muerte de la misma célula (b), en células vecinas (efecto bystander) 
(c), induciendo la activación de caspasas y finalmente la muerte por apoptosis (d).  
Fuente: Adrián Jordá 
 
Actualmente, se cree que tanto la hiperfosforilación de la 
proteína TAU como la inflamación producida por la presencia 
del péptido éptido Aβ, intervienen en el proceso de muerte 
celular (LaFerla y Oddo, 2005; LaFerla et al., 2007). El 
diagnóstico por imagen en estudios sobre enfermos de 
Alzheimer ha indicado que uno de los inductores posibles del 
proceso inflamatorio es el péptido tóxico Aβ1-42 y por lo tanto 
puede inducir la activación de la microglía y de la astroglía 
(Eikelenboom y van Gool., 2004; Zhu, X et al., 2004; Rothstein 
et al., 1996).  
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El proceso inflamatorio se desarrolla en dos fases. En la 
primera, la inflamación produce liberación de mediadores 
proinflamatorios que impiden la proliferación de agentes tóxicos 
y la vida media, protegiendo a las células dañadas  (Allan y 
Rothwell., 2001; Allan y Rothwell., 2003). En la segunda, 
claramente agresiva, viene determinada por la prolongación y 
aumento de la cantidad de mediadores pro-inflamatorios que 
destruyen las células, ocasionando un aumento en la 
neurodegeneración detectada en la enfermedad de Alzheimer 
(Strohmeyer y Rogers, 2001). 
 
Un aumento de las sustancias pro-inflamatorias (IL-1β, 
Factor de Crecimiento Transformante-β (TGF-β))  y COX-2 
(Luterman et al., 2000) en el cerebro ha podido ser demostrado, 
tanto en estudios epidemiológicos como en modelos 
experimentales de Alzheimer (Griffin y Mrak., 2002; Sala et al., 
2003). Estas sustancias favorecen el progreso de la 
enfermedad. Por otra parte, la terapia con anti-inflamatorios es 
capaz de disminuir el proceso degenerativo presente en estos 
pacientes (Rogers et al., 1993; McGeer et al., 1996; Dzenko et 
al., 1997; Hüll et al., 1999; Zhang et al., 2013). Estos resultados 
nos indican que el causante del daño neuronal posiblemente 
sea el proceso inflamatorio cerebral y no el acúmulo de Aβ, que 
en un principio tiene efectos neuroprotectores, pero de forma 
crónica posee efectos neurodegenerativos (Wyss-Coray et al., 
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2002). En esta segunda fase de la enfermedad se sobreactivan 
las células gliales que rodean las placas amiloides, debido a la 
exposición al tóxico Aβ1-42 y se induce la producción y liberación 
de moléculas pro-inflamatorias (Hanisch, 2015; Liu and Hong, 
2003). Las moléculas pro-inflamatorias favorecen la progresión 
del daño ya que aumentan la sensibilidad de las neuronas a 
radicales libres (Combs et al., 2001). Por otra parte, también 
disminuye la expresión de proteínas anti-inflamatorias (Aguirre-
Rueda et al., 2015a; Aguirre-Rueda et al., 2015b).  
 
Por lo tanto, el proceso inflamatorio tiene un papel 
importante en la progresión de la enfermedad de Alzheimer. En 
un primer momento se limita el daño producido por el péptido 
Aβ1-42 debido a la inflamación, que resulta beneficiosa. En una 
segunda fase la inflamación incrementa el estrés oxidativo, 
favoreciendo la neurodegeneración existente en la 
enfermedad. 
 
Cuando el equilibrio de óxido-reducción se descompensa, 
se produce en la célula estrés oxidativo, que se caracteriza por 
aumento de los niveles de radicales libres y especies reactivas 
de oxígeno (ion superóxido (O2–), hidroxilo (OH•) y óxido nítrico 
(NO•), entre otros) (Ghosh et al., 2012). Este estado no puede 
ser compensado por los sistemas de defensa antioxidante, lo 
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que causa daño y muerte celular (Gutteridge and Halliwell, 
2010). Las consecuencias de la descompensación producida 
pueden ser leves o crónicas (Trushina and McMurray, 2007).  
 
Los sistemas antioxidantes pueden restablecer el 
equilibrio a nivel agudo, pero en el caso de llegar a un nivel 
crónico, encontramos alteraciones metabólicas celulares 
mediante la rotura de moléculas de ADN (Mecocci et al., 1994; 
Iida et al., 2002), incremento del calcio intracelular (Yamamoto 
et al., 2007; Abeti y Duchen, 2012), daño en transportadores de 
membrana celular (Abeti y Duchen., 2012)  y daño a proteínas 
y/o peroxidación de lípidos (Jiménez-Jiménez et al., 2006) (Fig. 
36). En que las alteraciones mencionadas sean reversibles o 
no, influye el estado oxidativo, la edad y nutrición y factores 
genéticos del sujeto (Halliwell y Gutteridge., 1992; Jayasena et 
al., 2013; Zhang et al., 2013; Novo et al., 2013). El desequilibrio 
mencionado está presente en muchas enfermedades 
neurodegenerativas (Quintanilla et al., 2012; Yan et al., 2013; 
Costacou et al., 2013), incluida la enfermedad de Alzheimer 
(Jiménez-Jiménez et al., 2006; Quintanilla et al., 2012; Yan et 
al., 2013) (Fig. 36). 
 
  La presencia de moléculas pro-inflamatorias inducidas 
por Aβ1-42 en la enfermedad de Alzheimer aumenta la 
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producción de especies reactivas de oxígeno y radicales libres 
por parte de las células gliales (Jiménez-Jiménez et al., 2006; 
Sutherland et al., 2013; Phillips et al., 2013; Gubandru et al., 
2013), que son las causantes de la disfunción mitocondrial 
(Wallace, 2000a; Lesnefsky et al., 2001; Chen et al., 2003b; 
Abeti and Duchen., 2012; Reddy and Beal, 2008) y de la 
disminución de los niveles de glutatión (GSH) (Abeti y Duchen., 
2012; Johnson et al., 2012).  
 
 
Figura  36: Balanza anti-oxidación y pro-oxidación 
Fuente: Adrián Jordá 
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La peroxidación lipídica, la oxidación de proteínas y la 
oxidación de ADN son los mecanismos más importantes 
mediante los cuales el estrés oxidativo produce daño y muerte 
celular (Halliwell y Gutteridge, 1992; Halliwell, 1992; Reiter, 
1995; Jiménez-Jiménez et al., 1996; Jiménez-Jiménez et al., 
2006). En modelos animales de estudio de la enfermedad de 
Alzheimer, la peroxidación lipídica se produce anteriormente a 
la formación de las placas amiloideas (Praticò et al., 2001). La 
mayoría de estudios en humanos demuestran que marcadores 
de peroxidación lipídica, como las sustancias reactivas al ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) y malonil-dialdehído (MDA) (Palmer and 
Burns., 1994; Lovell et al., 1995; Marcus et al., 1998; Karelson 
et al., 2001; Dei et al., 2002; Yu et al., 2003), 4-hidroxi-2-
nonenal (HNE) (Sayre et al., 1997; Markesbery and Lovel., 
1998; Gotz et al., 2002) y algunos isoprostanos (Praticò et al., 
1998),  están incrementados en los pacientes de Alzheimer, 
sobre todo en el córtex temporal y en el hipocampo. Algunas 
de las sustancias mencionadas pueden modificar la estructura 
de la apolipoproteína E3 (apoE3) y alterar su metabolismo, 
como ha sido demostrado por Montine y colaboradores en 
cultivos celulares (Montine et al., 1996). En este tipo de 
pacientes también se produce un acúmulo de proteínas 
oxidadas (Carney et al 1994), aumentos significativos de 
marcadores biológicos, como el contenido de proteínas 
carbonilo fenilhidracina-reactiva, actividad de la glutamina 
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sintetasa (GS) y creatina quinasa (CK) (Hensley et al., 1995), 
carbonil-reductasa (Balcz et al., 2001) y productos finales de 
glicación de proteínas (Shuvaev et al., 2001) que pueden 
aumentar la peroxidación lipídica (Gasic-Milenkovic et al., 
2003). También presentan daño en el ADN por aumento de 
oxidación en diferentes zonas cerebrales, lo que ha sido 
relacionado con los estadios iniciales de la enfermedad (Lyras 
et al., 1997; Gabbitta et al., 1998; Nunomura et al., 2001; Iida 
et al., 2002). El aumento del estrés oxidativo también provoca 
incremento en la expresión génica de ERCC-80 y 89, que  se 
relacionan con la actividad reparadora al ADN (Love et al., 
1999; Yuan et al., 2001), lo que puede ser una respuesta celular 
al daño oxidativo (Hermon et al., 1998). En cultivos celulares, 
algunos de estos productos son capaces de modificar la 
estructura de la apolipoproteína E3 (apoE3) y alterar su 
metabolismo (Montine et al., 1996). Estos resultados indican 
que el estrés oxidativo tiene una función esencial en el 
desarrollo y la evolución de la enfermedad de Alzheimer. 
 
1.9 TRATAMIENTOS PARA LA EA 
 
Como ya vimos, estudios realizados sobre epidemiologia 
y también en modelos experimentales (Griffin y Mrak., 2002; 
Sala et al., 2003) demuestran un aumento significativo de 
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sustancias pro-inflamatorias en el cerebro Alzheimer, como IL-
1β, el factor de crecimiento transformante-β (TGF-β) y COX-2 
(Luterman et al., 2000). Este incremento promueve el progreso 
de la enfermedad mientras que el tratamiento con anti-
inflamatorios puede disminuir el proceso neurodegenerativo 
que afecta a estos pacientes (Rogers et al., 1993; McGeer et 
al., 1996; Dzenko et al., 1997; Hull et al., 1999; Zhang et al., 
2013). Estas moléculas potencian la progresión del daño al 
aumentar la sensibilidad de las neuronas a los radicales libres 
(Combs et al., 2001). Por lo tanto, tratamientos donde se regula 
el nivel de inflamación cerebral podrían ayudar a la contención 
del desarrollo de la enfermedad. 
 
Otras aproximaciones para controlar la enfermedad han 
sido dirigidas al control oxidativo producido de manera clara en 
dicha enfermedad. Cuando se pierde el equilibrio de óxido-
reducción se produce un estrés oxidativo, caracterizado por 
elevación de los radicales libres y de las especies reactivas de 
oxígeno  que no puede ser compensado por los sistemas de 
defensa antioxidante, conduciendo al daño y muerte celular. 
Estas alteraciones pueden ser reversibles o no y esto depende 
del  estado oxidativo, de la edad y estado nutricional del 
individuo y de factores genéticos (Halliwell y Gutteridge., 1999; 
Jayasena et al., 2013; Zhang et al., 2013; Novo et al., 2013). 
Este desequilibrio es característico de muchas enfermedades 
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neurodegenerativas (Halliwell y Gutteridge., 1992; Quintanilla 
et al., 2012; Costacou et al., 2013) incluida la enfermedad de 
Alzheimer (Jiménez-Jiménez et al., 2006; Quintanilla et al., 
2012; Yan et al., 2013).  
 
La presencia de moléculas pro-inflamatorias inducidas 
por Aβ1-42 en la enfermedad de Alzheimer estimula la 
producción de especies reactivas de oxígeno y radicales libres 
por las células gliales (Jiménez-Jiménez et al., 2006; 
Sutherland et al., 2013; Phillips et al., 2013; Gubandru et al., 
2013) responsables de la disfunción mitocondrial (Wallace, 
2000; Lesnefsky et al., 2001; Chen et al., 2003b; Abeti y 
Duchen., 2012) y de la reducción de los niveles de glutatión 
(GSH) (Abeti y Duchen, 2012; Johnson et al., 2012). Los 
mecanismos de daño y muerte ocasionados por el estrés 
oxidativo son, la peroxidación lipídica, la oxidación de proteínas 
y la oxidación de ADN (Halliwell y Gutteridge., 1992; Halliwell., 
1992; Reiter., 1995; Jiménez-Jiménez et al., 1996; Jiménez-
Jiménez et al., 2006).  
 
Tanto el estrés oxidativo como la inflamación son 
mecanismos desencadenantes de la patología de esta 
enfermedad por lo que tanto su estudio como sus posibles 
interacciones, pueden contribuir al desarrollo de nuevas 
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terapias farmacológicas en el tratamiento del Alzheimer. Desde 
el punto de vista no farmacológico, diversas estrategias se han 
considerado beneficiosas en cuanto a la mejora del bienestar y 
calidad de vida de los pacientes (Olazarán et al., 2004; Guetin 
et al., 2009; Ramesh et al., 2018; De Sant'Anna and Morat., 
2013). Maniobras como la musicoterapia, fisioterapia, 
psicomotricidad, cuidados básicos, terapia ocupacional, 
laboraterapia, terapia con animales y la psicoestimulación 
cognitiva se consideran herramientas muy útiles encaminadas 
a ejercitar y reforzar capacidades cognitivas que todavía 
preserva el paciente de Alzheimer sin pretender recuperar las 
que ya se han perdido (Olazarán et al., 2004; Guetin et al., 
2009; de Sant'Anna y Morat., 2013). 
 
En la actualidad, no existe una cura para la enfermedad 
de Alzheimer y su progreso tampoco puede ser desacelerado. 
El uso de fármacos como terapia se ha dirigido a retrasar y 
controlar los síntomas con el fin de mejorar la calidad de vida y 
el bienestar del los pacientes pero con nula efectividad. 
Además, existen multitud de efectos secundarios que 
presentan estos medicamentos. En los últimos años se han 
intensificado las investigaciones para el estudio de los efectos 
acaecidos en la enfermedad como el uso de neuroprotectores 
antioxidantes y antiinflamatorios. También el uso de 
compuestos naturales basados en el control nutricional por 
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plantas  sobre diferentes vías de señalización asociadas a la 
inflamación y al estrés oxidativo. 
 
1.10 RANOLAZINA Y ALZHEIMER 
 
La ranolazina (Rn) [(+)-N-(2,6-dimetilfenil)-4(2-hidroxi-3-
(2-metoxifenoxi)-propil)-1-piperazina acetamida], un derivado 
de la piperazina, está indicada para el tratamiento de la angina 
crónica estable, en combinación con otros fármacos anti-
isquémicos (Siddiqui and Keam, 2006; Sossalla and Maier, 
2012), aunque, en los últimos años (desde su aprobación por 
la FDA en 2006), sus indicaciones clínicas han aumentado, 
especialmente en el tratamiento de las arritmias (Chaitman, 
2006; Chen et al., 2009) siendo un fármaco de especial interés 
en la fibrilación auricular (Capucci et al., 2018) o en diferentes 
tipos de insuficiencia cardíaca, tanto sistólica como diastólica 
(Gould et al., 2009) (Fig. 37).  
 
Figura  37: Ranolazina 
Fuente: Adrián Jordá 
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En contraste con otros agentes, la Rn no modifica 
significativamente la presión arterial sistémica, la frecuencia 
cardíaca (Chaitman et al, 2004a; Chaitman et al, 2004b) ni la 
conducción auriculoventricular. Recientemente se ha postulado 
su efecto beneficioso en la disfunción diastólica inducida por 
estrés oxidativo cardíaco (Lovelock et al., 2012) así como en 
diferentes tipos de angina como la microvascular (Villano et al., 
2013) e incluso en pacientes diabéticos tipo II en los que, 
además de sus efectos cardíacos, disminuye los niveles de 
glucemia y hemoglobina glicosilada, facilitando en especial la 
liberación de insulina (Skolnik et al., 1993). Diferentes estudios 
multicéntricos han evidenciado los citados efectos 
antidiabéticos del fármaco (Morrow et al., 2009; Arnold et al., 
2015; Weisz et al., 2016; Fanaroff et al., 2017; Gilbert et al., 
2018) aunque no son concluyentes sobre su posible 
intervención en el sentido de facilitar los efectos periféricos de 
la insulina al disminuir la resistencia tisular a la hormona. 
Estudios electrofisiológicos demuestran que la ranolazina 
posee propiedades anti-arritmicas ya que bloquea 
preferentemente la corriente tardia de sodio (INaL) sobre el 
pico, que ha de producirse, de la corriente rápida de sodio (INa) 
(Undrovinas et al., 2006) (Fig. 38). 
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Figura  38: Electrofisiología en neuronas control y con Ranolazina 
Fuente: Wu et al., 2004. 
 
Su papel protector en la isquemia coronaria ha 
despertado el interés por estudiar sus efectos en vasos 
periféricos. En este sentido se ha evidenciado que induce 
vasodilatación en diferentes lechos vasculares como el 
coronario y femoral del cerdo (Nieminen et al. 2011) o el 
braquial humano (Lamendola et al., 2013). En algunos de los 
estudios la vasodilatación parece depender de la liberación de 
factores endoteliales como el óxido nítrico (Deshmukh et al. 
2009) o el factor hiperpolarizante de origen endotelial (EDHF), 
aunque en otros su efecto vasodilatador parece independiente 
de la funcionalidad endotelial o puede depender del bloqueo de 
inhibidores endógenos de la síntesis de NO como la 
dimetilarginina asimétrica (ADMA) (Deshmukh et al. 2009).  
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Otro aspecto de interés es la actividad antioxidante del 
fármaco. En este sentido son varias las evidencias indicando 
que la RN disminuye el estrés oxidativo implicado en múltiples 
disfunciones mecánicas miocárdicas y diferentes tipos de 
arritmias, bien modulando la formación de ROS (Lovelock et 
al., 2012; Riccio et al., 2018) o facilitando la función de 
diferentes SOD (MnSOD y Cu/ZnSOD) (Aldasoro et al., 2016. 
Los efectos de interés terapéutico se extienden a patologías 
neurológicas como la propuesta para su uso en el tratamiento 
de la epilepsia (Kahlig et al., 2010) o del dolor crónico (Gould 
et al., 2014). Por esta causa, en nuestro laboratorio hemos 
objetivado efectos antiinflamatorios, antioxidantes y 
promotores de la viabilidad celular en cultivos de astrocitos de 
rata (Aldasoro et al., 2016) y en funcionalidad arterial (Vallés et 
al., mandado a publicar).  
 
1.11 MECANISMOS DE ACCIÓN DE LA RANOLAZINA 
 
En condiciones fisiológicas, la estimulación de las células 
musculares auriculares y ventriculares así como las células de 
Purkinje (una clase de neurona GABAérgica) produce la 
activación-apertura de los canales de Na+, generándose una 
corriente de entrada de sodio (INa) que despolariza el potencial 
de membrana y origina la fase 0 del potencial de acción 
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cardiaco. Al cabo de 1-3 ms, estos canales pasan al estado 
inactivo (sin permitir la entrada de Na+ al interior celular) 
excepto un pequeño porcentaje de canales de Na+ que se 
inactivan-cierran pero vuelven a abrirse de forma repetida 
durante la fase 2 del potencial de acción (Fig. 39). Esto genera 
una corriente tardía o lenta de entrada de Na+ al interior celular 
denominada INaL, que será la encargada de regular la duración 
del potencial de acción cardiaco. 
 
La ranolazina inhibe selectivamente la INaL (corriente 
tardía de entrada de Na+), reduce la acumulación intracelular 
de Na+ y la posterior de Ca2+ inducido por el Na+, así como las 
anomalías mecánicas, eléctricas y metabólicas en el miocardio 
isquémico (Chaitman, 2006; Shryock et al., 2008). En diversos 
ensayos clínicos realizados en pacientes con angina crónica 
estable, la ranolazina ejerce acciones antianginosas y 
antiisquémicas y, en pacientes con síndrome coronario agudo, 
ejerce acciones antiarrítmicas (Zaza et al. 2008; Saint 2008; 
Mugelli y Tamargo. 2009).  A concentraciones terapéuticas, la 
ranolazina produce un bloqueo de la IL. Sin embargo, la 
ranolazina no modifica la INa encargada de la fase 0 del 
potencial de acción, ni la corriente de entrada de Ca2+ (ICa) 
(Belardinelli et al. 2006; Mugelli y Tamargo, 2009). Ello explica 
por qué la ranolazina no modifica la contractilidad y la 
frecuencia cardíacas, la conducción intraauricular o 
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intraventricular, las resistencias vasculares periféricas o la 




Figura  39: Miocitos ventriculares caninos con fallo cardiaco 
Fuente: Undrovinas et al., 2006 
 
Como consecuencia del bloqueo de la INaL, la ranolazina 
disminuye la Na+i, inhibe la actividad del intercambiador Na+-
Ca2+ y la Ca2+i,  preserva la homeostasis iónica intracardiaca, 
reduce la tensión de la pared ventricular y mejora la distensibili-
dad y la relajación ventricular (Antzelevitch et al., 2004; Fraser  
et al., 1994; Be-lardinelli et al., 2006). El aumento de sodio en 
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el interior celular Na+i promueve la activación, de forma 
indirecta o inversa, del intercambiador Na+-Ca2+, que facilitará 
la entrada de Ca2+ en la célula (por cada 3 Na+ que salen del 
interior celular entra 1 Ca2+). La acumulación de Ca2+ 
intracelular (Ca2+i) por su parte, produce efectos deletéreos 
(Zaza A et al., 2008; Saint DA, 2008; Mugelli A y Tamargo J, 
2009; Bers DM et al., 2003; Murphy E y Steenbergen C, 2008; 
Hale SL et al., 2008; Hasenfuuss G y Maier LS, 2008; Stone 
PH, 2008) como son la disfunción eléctrica, disfunción 
mecánica y disfunción metabólica, conduciendo de esta 
manera a una situación fisiopatológica (Fig. 40).  
 
 
Figura  40: Neuronas control y con Ranolazina 
Fuente: Adrián Jordá. 
En relación con este mecanismo (Tamargo J et al., 2010), 
la Rn produce beneficios cardiovasculares mediante la 
inhibición de la corriente tardía de sodio hacia el interior (INaL) 
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(Shryock y Belardinelli, 2008). Esto se produce ya que la 
amplitud de la corriente tardía de INaL se incrementa en muchas 
situaciones patológicas, como la isquemia miocárdica y el 
estrés oxidativo (Aldakkak et al, 2011; Sokolov et al., 2007).  
 
A concentraciones terapéuticas, la Rn inhibe los canales 
de la corriente tardía de sodio (INaL) (Schram et al., 2004) y de 
esta manera, inactivan de forma indirecta los canales de 
entrada de calcio al interior celular, lo que reduce el daño tisular 
causado por el sodio intracelular y la sobrecarga de calcio 
asociada a la isquemia miocárdica (Chaitman, 2006; 
Belardinelli et al., 2006). Además de sus efectos antianginosos, 
la Rn actúa como un agente antiinflamatorio mediante la 
reducción de la proteína dimetilarginina asimétrica y de los 
niveles plasmáticos de proteína C-reactiva (PCR) y además 
mediante la liberación de mediadores vasodilatadores 
endoteliales en los pacientes con enfermedad coronaria 
isquémica (Deshmukh et al., 2009). Cabe destacar que se han 
descrito efectos metabólicos tales como la disminución de la 
hemoglobina A1c (HbA1c) en pacientes con cardiopatía 
isquémica y diabetes (Morrow et al., 2009). Por otra parte, se 
ha detectado en ratones diabéticos una mejora de la secreción 
de insulina y de la supervivencia de las células β en estos 
ratones diabéticos (Ning et al., 2011) (Fig. 41). 
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Figura  41: Ranolazina e isquemia 
Fuente: Adrián Jorda 
 
Por otra parte, varios estudios han evaluado los efectos 
de Rn en el SNC. Al disminuir la excitabilidad neuronal, la Rn 
actúa como un agente anticonvulsivo (Peters et al, 2013; Park 
et al, 2013), y se ha propuesto como un posible tratamiento 
para el dolor neuropático (Gould et al., 2009). Se ha sugerido 
que estos efectos podrían estar mediados por los canales 
tardíos de INaL o por la rectificación de la corriente interna de K+ 
(Chen et al., 2009), lo que permite el desarrollo de nuevas 
estrategias de tratamiento para el dolor crónico (Cummins et 
al., 2007), así como para los trastornos epilépticos (Kählig et 
al., 2010). Diferentes estudios indican que la ranolazina se 
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comporta como antagonista adrenérgico (Lee et al., 2011). Se 
ha evidenciado un efecto antagónico alfa 1 por parte de la 
ranolazina en arterias intrarrenales de rata (Deng et al., 2012) 
o en aorta de conejo (Malavaki et al., 2015) y de rata (Virsolvy 
et al., 2015), aunque se trata de estudios realizados 
administrando noradrenalina exógena (sin valorar la 
interacción con el sistema nervioso adrenérgico) con lo que las 
concentraciones plasmáticas del transmisor son 
significativamente mayores que las fisiológicas y se obvian 
otros transmisores o cotransmisores que pueden modificar las 
respuestas. En experimentos in vivo llevados a cabo en ratas 
se puso de manifiesto un doble bloqueo de receptores beta 1 y 
beta 2 por parte de la ranolazina que únicamente provocó 
cambios cronotrópicos cardiacos (bradicardia) cuando se 
practicó vagotomía bilateral (Létienne et al., 2001) por lo que 
se trataría de un antagonismo débil sobre los receptores beta 
1 y 2 adrenérgicos. Por otra parte, en perros conscientes, la 
ranolazina se comportó como un antagonista débil tanto de 
receptores alfa como betaadrenérgicos (Zhao et al., 2011), 
antagonismo que se potenció al bloquear el sistema nervioso 
autónomo. El antagonismo adrenérgico también se ha descrito 
en cardiomiocitos humanos (Morotti et al., 2016) o en estudios 
clínicos (Chait-man et al., 2004; Opie and Knuuti 2009). 
Experimentos previos en nuestro laboratorio, han puesto en 
evidencia el efecto antagonista alfa adrenérgico de la 
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ranolazina sin necesidad de bloquear el sistema nervioso 
autónomo. No obstante, queda por establecer este efecto de la 
ranolazina sobre el sistema adrenérgico en otras especies y 
especialmente en el hombre. Su interés farmacológico es 
evidente, especialmente en enfermedades que cursan o son 
originadas por disfunciones adrenérgicas, tanto cardiacas 
como vasculares, como la diabetes mellitus tipo 2. En este 
sentido sería interesante plantear nuevos estudios sobre la 
posible implicación del antagonismo adrenérgico en los efectos 
antiinflamatorios, antioxidantes y metabólicos, especialmente 
los antidiabéticos, de la ranolazina.  
 
1.12 EL CICLO CELULAR 
 
El ciclo celular es un conjunto de pasos que culminan con 
el crecimiento de la célula y su división. Para que ocurra una 
apropiada división y proliferación, toda célula eucariota debe 
seguir un correcto programa genético, el cual hace que ésta 
pase por diferentes fases y culmine en la división celular. Sin 
embargo, para que esto suceda se necesita la replicación del 
genoma, la distribución equitativa de la masa celular y una 
segregación precisa de cromosomas. La ejecución de esos 
eventos divide al ciclo celular en cinco fases (Fig. 42): 
- Crecimiento 1 (G1) 
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- Síntesis (S) 
- Crecimiento 2 (G2) 
- Mitosis (M)  
 
La quinta fase se denomina G0 ya que queda fuera del 
ciclo celular. En esta fase la célula está "quiescente", es decir, 




Figura  42: Ciclo celular 
Fuente: Adrián Jordá 
 La fase G1, llamada primera fase de crecimiento, se inicia 
con una célula que proviene de una división previa. Durante 
esta fase se capacita a la célula para crecer y producir todas 
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las proteínas necesarias para la síntesis del ADN. La célula 
aumenta de tamaño y se sintetiza nuevo material citoplásmico, 
sobre todo proteínas y ARN.  
 
La fase S o de síntesis, es el periodo en que tiene lugar la 
duplicación del ADN. Cuando termina, el núcleo contiene el 
doble de ADN y proteínas nucleares. Esto asegura que al 
dividirse cada una de las células tenga una copia completa de 
ADN.  
 
En la fase G2, segunda fase de crecimiento, se sigue 
sintetizando ARN y proteínas, se incrementan las proteínas 
citoplasmáticas y organelos, por lo que la célula aumenta de 
tamaño y hay cambios visibles en la estructura celular que nos 
indican el principio de la mitosis o división celular.  
 
Al periodo de tiempo que transcurre entre dos mitosis, y 
que comprende los periodos G1, S y G2, se le denomina 
interfase (Karp, 2008). La fase M o mitosis, es cuando ocurre 
la división nuclear y celular. En este periodo los cromosomas 
se separan y ocurre la citocinesis. Las células de mamífero 
proliferan solo cuando son estimuladas para hacerlo a través 
de señales intracelulares (factores de transcripción) y 
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extracelulares (factores de crecimiento, hormonas o 
mitógenos). Si se priva de tales señales, el ciclo celular se 
detendrá en un punto de control G1 y la célula entrará en el 
estado G0. La célula puede permanecer en G0 por días, 
semanas, o incluso años antes de que se divida otra vez. Una 
vez que recibe nuevamente señales, sobre todo extracelulares, 
son estimuladas a salir de G0 y entran a G1 para iniciar un 
nuevo ciclo de división (Rodríguez et al., 2004). Durante la fase 
de G0, la maquinaria de ciclo de célula es desmontada y las 
Ciclinas y la Quinasa dependiente de ciclina desaparece. Las 
células entonces permanecen en la fase de G0 hasta que haya 
una razón en ellas para dividirse; mientras tanto son 
metabólicamente activas a pesar de que ha cesado su 
crecimiento. Algunas células de organismos maduros, como las 
células parénquima del hígado y el riñón, entran en la fase de 
G0 semipermanentemente y sólo pueden comenzar a dividirse 
otra vez en circunstancias muy específicas. Otros tipos de 
células, como células epiteliales, siguen dividiéndose en todos 
los periodos de la vida del organismo y raras veces entran en 
G0. Como conclusión, el aumento de la concentración del 
péptido tóxico Aβ es una de las características de la 
enfermedad de Alzheimer así como la presencia de la proteína 
TAU hiperfosforilada y situada en el interior de las neuronas. La 
enfermedad de Alzheimer es una patología degenerativa que 
cursa con acúmulo de placas neuríticas (encontrándose en 
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ellas el péptido tóxico) y ovillos neurofibrilares (producidos por 
hipofosforilación de la proteína TAU), responsables de la 
pérdida neuronal, el deterioro en las conexiones sinápticas y de 
la gliosis reactiva de respuesta inflamatoria (Giulian, 1999; 
Wyss-Coray and Mucke, 2002; Mrak and Griffin, 2005). Crucial 
también en esta enfermedad es el estado oxidativo donde el 
estrés oxidativo celular provoca aumento de marcadores de 
daño oxidativo tanto a proteínas, lipidos, ADN, ARN o a 
procesos como biogénesis mitocondrial, metilación e incluso 
acetilación (Jiménez-Jiménez et al., 2006; Quintanilla et al., 
2012; Yan et al., 2013). Por otra parte, la inflamación, aparecida 
con anterioridad o con posterioridad al estrés oxidativo, 
presenta también un papel fundamental en el desarrollo y la 
evolución de la enfermedad de Alzheimer. A nivel celular, la 
integridad neuronal, asi como el buen funcionamiento de los 
astrocitos, juegan un papel fundamental en la recuperación y 
no avance de la enfermedad de Alzheimer. Los astrocitos, al 
igual que la microglia, como células inmunológicas del cerebro, 
pueden poseer gran importancia como diana terapéutica en 
respuesta a procesos inflamatorios (Fuller et al., 2010; de 
Oliveira et al., 2010; Furman et al., 2012) y de estrés oxidativo 
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El péptido Aβ1-42 podría ser tóxico para las neuronas y/o 
astrocitos en cultivo primario. Resultados previos indican que 
los astrocitos son células de protección para las neuronas y que 
podrían proteger de la inflamación y del estrés oxidativo 
inducido por el péptido Aβ1-42 en las células cerebrales en 
cultivo primario. También el fármaco Ranolazina tendría un 
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1. Estudiar los efectos del péptido tóxico Aβ1-42 en cultivos 
primarios independientes de neuronas y astrocitos.  
 
2. Estudio de los marcadores implicados en la neuro-
inflamación y estrés oxidativo inducidos por el péptido 
Aβ1-42 en cultivo mixto de neuronas y astrocitos. 
 
3. Si se apreciaran diferencias significativas en los puntos 
anteriores, se analizaría si los cambios podrían incidir en 
alguno de los siguientes aspectos: 
 
3.1   Viabilidad celular 
3.2   Apoptosis 
3.3   Estrés oxidativo 
3.4   Biogénesis mitocondrial 
3.5   Inflamación 
 
4. Efectos de la ranolazina en la respuesta inflamatoria y 
















4. MATERIAL Y MÉTODOS 
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Todos los reactivos fueron usados para los análisis o para 
la purificación de los cultivos:  
 
- DMEM (medio Eagle modificado de Dulbecco) se utiliza 
ampliamente como un medio basal para fomentar el 
crecimiento de diferentes células de mamíferos. Las 
células cultivadas exitosamente en DMEM incluyen 
fibroblastos primarios, neuronas, células gliales y células 
del músculo liso (Gibco life Technology: Gibco Invitrogen 
Corporation, Barcelona. España).  
 
- SFB (suero bovino fetal o Fetal Bovine Serum FBS), es 
una fracción de la sangre obtenida después de la 
coagulación y la centrifugación para eliminar los 
eritrocitos. Para la utilización en cultivos se debe 
neutralizar mediante calentamiento a 60º C durante media 
hora (Gibco life Technology: Gibco Invitrogen 
Corporation, Barcelona. España). 
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(C9H13N3O5·HCl), fosforila- zión de la Ara-CTP y se 
incorpora al ADN. Inhibe la replicación del ADN mediante 
la formación de complejos de membrana con la enzima 
topoisomerasa I produciendo la fragmentación del ADN e 
induciendo la apoptosis. No inhibe la síntesis de ARN y es 
agente antileucémico. Se utiliza para prevenir la 
proliferación de la glía. (Sigma-Aldrich Biotech, Madrid, 
España. 
 
- Polímero PDL Poly–D-lisina se utiliza en la preparación 
de las superficies de las placas de cultivo, con el fin de 
conseguir la fijación neuronal. También se puede usar con 
las células que digieren los polímeros de poli-L-lisina y 
causan una absorción excesiva de L- lisina (Sigma-
Aldrich Biotechnology, Barcelona, España). 
 
- Anti-MAP-2, es para un anticuerpo monoclonal MAP-2 
(1:500 para el WB y 1:5000 para ELISA). Está asociado a 
los microtúbulos y es una proteína del citoesqueleto, 
importante en neuronas y pertenece a una familia de 
proteínas asociadas a los microtúbulos estables al calor 
(Santa Cruz Biotechnology, Barcelona, España). 
 
FUNCIONES PROTECTORAS DE LOS ASTROCITOS EN LA 





- Anti-GFAP es un anticuerpo monoclonal anti-proteína 
ácida fibrilar de la glía (GFAP) (1:500). Marcador 
específico de astrocitos y distingue a los astrocitos 
diferenciados de otras células gliales durante el desarrollo 
del SNC (Sigma-Aldrich Biotechnology, Madrid, España). 
 
- Anti-Smac/DIABLO (1:500) revela los aminoácidos N -
terminales para la unión de Smac/DIABLO a IAP y la 
activación de las caspasas, y es expresado en una 
variedad de tejidos humanos y de ratón  (Sigma-Aldrich 
Biotechnology, Madrid, España). 
 
- Anti-receptor de peroxisoma-proliferador-activado 
gamma (PPAR-γ) monoclonal (1:250) obtenido de Sigma 
Aldrich Biotechnology, Madrid, España).  
 
- Anti-NF-ᴋB (Nucliar factor-ᴋB) (1:1000) obtenido de 
Sigma Aldrich Biotechnology 
 
- Anti-Cu/Zn superóxido dismutasa (Cu/Zn-SOD) policlonal 
(1:250) obtenido de Assay Designs, Madrid, España). 
 
- Anti-Mn superóxido dismutasa (Mn-SOD) monoclonal 
(1:500) obtenido de Cell signalling, Beverly, MA, USA). 
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- Anti-tubulina monoclonal (1:1000) obtenido de Cell 
signalling (Beverly, MA, USA). 
 
- Amiloide β1-42 (péptido tóxico) o β40-1 (péptido control) 
diluidos en 100 µM en tampón fosfato salino (PBS). La 
preparación del oligomero se realizó dejando el tubo 
preparado 24 h a 37ºC, siguiendo las instrucciones del 
fabricante (Sigma Aldrich, Barcelona, España).  
 
4.2 ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
 
Los animales de experimentación empleados para el 
desarrollo de los ensayos in vivo fueron ratas hembras de la 
raza “Sprague Dawley” criadas y mantenidas en condiciones 
higiénicas, de climatización, de humedad y con ciclos de luz/ 
oscuridad de 12/12h, en el animalario de la Facultad de 
Medicina y Odontología de la Universidad de Valencia. Las 
ratas hembras fueron alimentadas con dieta sólida estándar y 
agua ad libitum. Se expusieron al macho y, tras confirmar al 
siguiente día la presencia de esparmatozoides en el tracto 
vaginal, se aislaron durante 21 días para el cultivo de astrocitos 
o para 15 días para el de neuronas. Las ratas fueron 
sacrificadas para extraer los cerebros de los fetos con el fin de 
realizar el protocolo de cultivo primario de astrocitos, de 
neuronas o de cultivo mixto (Vallés et al., 2010). Los animales 
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fueron usados, en su justo número, con la intención de 
minimizar el sufrimiento animal y reducir el número de animales 
usados siguiendo los comités de ética locales (Comité de Ética 
para la investigación animal de la Universidad de Valencia, con 
código de autorización: 2016/VSC/PEA/00220 tipo 2) 
basándonos en las guías nacionales y europeas.  
 
El Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, artículo 33, 
establece las normas básicas aplicables para la protección de 
los animales utilizados en experimentación y otros fines 
científicos, incluida la docencia. La Ley 32/2007 (art.7), para el 
cuidado de los animales, transporte, experimentación y 
sacrificio (B.O.E nº 34/2013) fueron reglamentados por el 
Parlamento Europeo y el Consejo con el fin de adoptar la 
Directiva 2010/63/UE, en sus artículos 59.2 y 47.5, relativa a la 
aproximación de las disposiciones legales, reglamentarias y 
administrativas de los Estados miembros respecto a la 
protección de los animales utilizados para experimentación y 
otros fines científicos.  
 
La Comisión Europea, a través de la Recomendación 
2007/526/CE de junio de 2007, estableció las directrices 
relativas al alojamiento y cuidado de los animales utilizados 
para experimentación. 
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4.3.1 ENSAYO LOWRY 
 
Es un ensayo bioquímico para la determinación del nivel 
total de las proteínas en una disolución, donde la concentración 
total de proteínas se detecta por la diferencia de color con 
respecto a una proteína dada (BSA = Suero albumina bovina).  
 
4.3.2 ENSAYO MTT  
 
Se basa en la reducción metabólica del Bromuro de 3-
(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por 
la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa dando un 
compuesto coloreado de color azul (formazán), permitiendo 
determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células 
tratadas (Stokert et al., 2012). Este método ha sido muy 
utilizado para medir supervivencia y proliferación celular. La 
cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de 
formazán producido. Por lo tanto, la viabilidad celular de los 
cultivos se determinó por el ensayo MTT (Fig. 43). Las células 
se sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos y se incubaron 
con los productos durante 24 h. Después de los tratamientos 
de células, el medio se retiró y las células corticales se 
incubaron con medio sin rojo fenol (propio del DMEM), 
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concretamente en solución de MTT [0.5 mg/ml, preparado en 
solución salina de tampón fosfato (PBS) durante 4 h a 37ºC]. 
Finalmente, se retiró el medio y las partículas de formazán se 
disolvieron en sulfóxido de dimetilo (DMSO). La viabilidad 
celular, definida como la cantidad relativa de la reducción de 
MTT, se determinó por espectrofotometría a 570 nm. 
 
 
Figura  43: Ensayo MTT 
 
El ensayo MTT es un ensayo colorimétrico para la 
evaluación de la actividad metabólica celular, por el que se 
refleja el número de células viables presentes. Se trata de un 
ensayo dependiente de las proteínas NADPH, enzimas que son 
capaces de reducir el colorante de tetrazolio MTT 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a su formazán insoluble, 
que tiene un color púrpura.  
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La absorbancia de esta solución de color puede 
cuantificarse mediante la medición en una cierta longitud de 
onda (por lo general entre 500 y 600 nm, concretamente 570 
nm) mediante un espectrofotómetro. Las células con un 
metabolismo muy bajo reducen poca cantidad de MTT mientras 
que las que se dividen rápidamente exhiben altas tasas de 
reducción de dicho compuesto. Se utiliza esta técnica puesto 
que los ensayos de colorante de tetrazolio no solo se usan para 
medir la viabilidad celular sino que también indican la 
citotoxicidad (pérdida de células viables) y la actividad 
citostática (cambio de la proliferación celular al estado de 
quiescencia) en un mismo paso, por lo que son buenos 
indicadores de estas situaciones. 
 
4.3.3 ENSAYO ACTIVIDAD CASPASA 3 
 
La actividad de la Caspasa-3 fue medida con un Kit Apo 
Alert CPP32/Caspasa 3, de acuerdo con las recomendaciones 
del fabricante (CLONTECH, Palo Alto, CA). Células adheridas 
a placa, se levantaron con tripsina y se centrifugaron y se 
lavaron dos veces con PBS enfriado en hielo. El precipitado se 
guardó a -80ºC. El día del ensayo el precipitado fue solubilizado 
en tampón de lisis y centrifugado para eliminar los desechos 
celulares (Fig. 44).  
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Las muestras conteniendo igual cantidad de proteína se 
incubaron con 50 µM N-acetyl-Asp-Glut-Val-Asp-AFC (7-
amino-4-trifluorometil coumarin) durante una hora a 37oC. El 
resultado de color se analizó usando un lector de placas de 
ensayos inmuno-enzimáticos de 360 nm de excitación y de 350 
nm de emisión. 
 
 
Figura  44: Ensayo Caspasa 3 
 
4.3.4 DETERMINACIÓN DE MALONDIALDEHÍDO 
 
Los niveles de malondialdehído (MDA) fueron analizados 
por cromatografía líquida de alta definición. Las células se 
homogeneizaron y centrifugaron. Los sobrenadantes fueron 
recolectados y guardados en hielo. Las muestras se 
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hidrolizaron mediante la ebullición en ácido fosfórico diluido. En 
el ensayo de MDA uno de los productos finales formados de 
bajo peso molecular, debido a la oxidación lipídica, reacciona 
con el ácido tiobarbitúrico (TBA) para formar aductos de MDA-
TBA que fueron eluidos con tampón de metanol-fosfato para 
después cuantificarse mediante espectrofotometría a 532 nm.  
 
4.3.5 ANÁLISIS DE INMUNO-TRANSFERENCIA 
(WESTERN-BLOT) 
 
Las células cultivadas se trataron con tampón de lisis y 
luego fueron mecánicamente degradados para liberar las 
proteínas. La concentración de proteína se determinó utilizando 
el método de Lowry modificado (Peterson, 1977). La 
determinación cuantitativa de la concentración de proteínas es 
una de las pruebas que más frecuentemente deben hacerse en 
el laboratorio y los métodos colorimétricos han permitido 
solventar el problema de cantidad de proteína por condición. 
En este caso se utiliza el método de Lowry puesto que éste 
tiene la ventaja de ser extremadamente sensible, tanto que es 
capaz de detectar cantidades del orden de 10 μg de proteína. 
El inconveniente que presenta es que al evaluar los fenoles de 
la proteína (residuos de tiroxina), la intensidad de color 
resultante varía entre las distintas proteínas. Pero podemos 
solventar también este problema ya que es posible calibrar el 
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método con alguna proteína comercial conocida, como es la 
seroalbúmina bovina (BSA).  
 
Añadiendo el tampón (0,125 M Tris-HCl pH 6,8, 2% SDS, 
0,5% (v/v), 2-mercaptoetanol, 1% azul de bromofenol y 19% de 
glicerol) a la muestra de proteína, se obtuvo la liberación de las 
proteínas y la ruptura celular. Las proteínas obtenidas se 
calentaron durante 5 min a 95ºC para desnaturalizar las 
proteínas, antes de proceder a la carga en gel.  
 
 
Figura  45: Detección de las proteínas mediante Western Blot 
 
Las proteínas se separan en geles de SDS-PAGE 
(sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel electrophoresis). Es 
una técnica muy utilizada para la separación de proteínas de 
acuerdo a su movilidad electroforética (en función de la longitud 
de su cadena polipeptídica, masa molecular, modificaciones 
post-traduccionales y otros factores). Las proteínas se 
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desnaturalizan y forman micelas, las cuales, al ser sometidas a 
un campo eléctrico, son capaces de migrar influenciadas solo 
por su tamaño. Dichos geles son transferidos a membranas de 
nitrocelulosa o de PVDF (poli-vinilo de fluoruro) en un ambiente 
húmedo utilizando un tampón de transferencia (Tris 25 mM, 
glicina 190 mM, 20% de metanol). El uso de membranas de 
nitrocelulosa o de PVDF depende de la potencia de la señal 
que se pretende. Para anticuerpos con alta señal se puede usar 
nitrocelulosa. Para anticuerpos con señales más bajas se debe 
usar PVDF. Las membranas se bloquearon con 5% de leche o 
5% de suero albúmina bovina (BSA) en TBS-T (0,05% de 
Tween-20) durante media hora y se incubaron con anticuerpos 
primarios durante toda la noche a 4ºC. Las membranas se 
lavaron 3 veces con tampón de lavado TBS-T (TBS, 0,2% 
Tween-20) y se incubaron con un anticuerpo secundario, bien 
anti-IgG de conejo o anti-IgG de ratón (Cell Señalización 
Tecnologías de Danvers, MA), anticuerpos conjugados con la 
enzima peroxidasa de rábano picante (HRP) durante 1 h. El uso 
de la leche o del BSA depende de la potencia de anticuerpo, ya 
que usando BSA se consigue mayor fuerza de la señal.  
 
Las membranas se lavaron tres veces con TBS-T y las 
proteínas se detectaron utilizando el método de ECL tal como 
se especifica por el fabricante. Thermo Scientific Pierce ECL 
Western Blotting es un sustrato de peroxidasa que aumenta la 
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quimioluminiscencia (ECL) detectando la peroxidasa de rábano 
picante. Es un método sencillo y barato que sustituye a los 
productos más costosos sin necesidad de volver a optimizar las 
condiciones de sondeo o protocolos de incubación que hay que 
llevar a cabo con otros productos de otras casas comerciales o 
incluso de otros métodos. Se estudiaron las señales de 
autorradiografía utilizando el sistema de imagen digital 
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). 
 
4.3.6 DETERMINACIÓN NIVELES DE PERÓXIDOS 
 
Para determinar los niveles de peróxidos se usó una 
modificación del método descrito por Barja y colaboradores 
(Barja, 1999). Las células se lavaron dos veces con PBS y 
posteriormente incubadas a 37oC con una solución de PBS 
conteniendo 0.1 mM de ácido monovalínico y 6 U/ml de 
peroxidasa de rábano. La incubación se detuvo a los 5 minutos 
con tampón frio de glicina 2 M conteniendo 50 mM EDTA y 2.2 
mM NaOH. El sobrenadante se midió por fluorescencia (312 
nm de excitación y 420 nm de emisión).   
 
4.3.7 BIOGÉNESIS MITOCONDRIAL EN ASTROCITOS 
 
La agregación mitocondrial se determinó mediante 
fluorescencia con Mitotracker (250 nM) para teñir las 
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mitocondrias. La tinción nuclear se llevó a cabo mediante 
Hoechst 33342 (2 µg/ml). Con el fin de determinar la 
fluorescencia se utilizó microscopía confocal. Dado que el 
producto Mitotracker podría ser sensible a los cambios de 
potencial de membrana mitocondrial produciendo alteración en 
la tinción mitocondrial, usamos también inmunofluorescencia 
con el anticuerpo Tom-20 para determinar la biogénesis 
mitocondrial.  
 
4.3.8 KITS DE ELISA  
 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) para 
Interleukina 1β (IL-1β) y TNF-α. Las células fueron cultivadas y, 
a la hora del ensayo, el medio de rojo fenol fue eliminado y 
reemplazado por PBS que contenía 1 mg/ml de BSA, en 
presencia o ausencia de los productos a determinar. La 
concentración de IL-1β y TNF-α (pg/ml) fue determinada 
usando kits de ELISA (Pierce Biotechnology, Inc.). 
 
4.3.9 TIPOS DE TINCIONES 
 
Las tinciones utilizadas en este estudio fueron las siguientes: 
 
- La tinción Hoechst 33342, colorante fluorescente 
utilizado para teñir el ADN y el ARN.  Emite una 
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fluorescencia azul cuando se une a ADN, núcleos y 
mitocondrias. Se emplea en la microscopía de 
fluorescencia y citometría de flujo (FACS), para 
distinguir núcleos picnóticos condensados en células 
apoptóticas, así como para realizar estudios de ciclo 
celular en combinación con tinción BrdU (Molecular 
Probes). 
 
- MitoTracker® Deep Red FM es un colorante rojo 
fluorescente (absorbancia/emisión~644/665nm) que 
tiñe las mitocondrias de las células vivas. Se utilizará 
para la localización de mitocondrias vivas. El colorante 
se conserva bien tras la fijación con aldehído e incluso 
tras la permeabilización posterior con detergentes. 
 
4.4 TAMPONES, AGENTES Y FÁRMACOS 
 
- Los conjugados de Anexina V altamente fluorescentes 
proporcionan métodos de detección rápidos y fiables para 
el estudio de la externalización de la fosfatidilserina, uno 
de los primeros indicadores de apoptosis. El tinte Alexa 
Fluor 488 es un tinte verde fluorescente con unos 
espectros similares a los de la fluoresceína (FITC o 
isotiocianato de fluoresceína). Ioduro de propidio (PI) es 
ampliamente utilizado, en conjunción muchas veces con 
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la anexina V, para determinar si las células son viables, 
están en apoptosis o en necrosis. Esto se realiza 
observando las diferencias en la integridad de la 
membrana, del plasma y de la permeabilidad de la 
membrana. PI se utiliza con más frecuencia que otros 
marcadores nucleares porque es económico, estable y es 
un buen indicador de la viabilidad celular, debido a su 
capacidad de no penetración en las células vivas. La 
capacidad de PI para entrar en una célula depende de la 
permeabilidad de la membrana. PI marca las células 
apoptóticas en vivo, debido a la presencia de una 
membrana plasmática intacta. 
 
- Sustrato de ECL, es un quimioluminiscente para la 
detección de la actividad de anticuerpos y otras sondas 
de inmunotransferencia (Western blot), suministrado por 
Pharmacia Biotechnology, (San Francisco, CA). 
 
- EDTA y sus derivados, tienen la propiedad química de 
combinarse con iones metálicos polivalentes en solución 
para formar complejos coordinados cíclicos no-iónicos, 
solubles en agua y virtualmente no disociables. A estos 
complejos se les conoce como quelatos.  El cultivo de 
tejidos, usando EDTA, se utiliza como un agente quelante 
que se une a calcio y previene la unión de las caderinas 
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entre las células previniendo la agrupación celular en 
cultivos en suspensión y para separar las células 
adherentes durante los pases. 
 
- EGTA, es un agente quelante útil para la determinación 
de calcio en presencia de magnesio. 
 
- FITC fluoresceína-5-isotiocianato, (Fluorescein-
IsoTioCyanate), es una molécula que pertenece al grupo 
de los colorantes de xanteno. Actúa como luorocromo y 
es derivado de la fluoresceína. El anticuerpo marcado con 
un fluorocromo reacciona con el antígeno específico cuya 
presencia se quiere determinar y se observa el resultado 
de la reacción con un microscopio de fluorescencia. 
 
- GFP, es una proteína verde fluorescente, se comporta 
como una señal luminosa capaz de expresarse en células 
mediante las técnicas rutinarias de transgénesis. Al llevar 
la fluorescencia incorporada en su estructura, la 
bioluminiscencia de la GFP puede producirse y 
mantenerse espontáneamente en aquellas células vivas 
que incluyan el gen que la codifica, sin necesidad de 
añadir otros agentes o cromóforos. Su código genético 
puede fusionarse a otras proteínas, proporcionando a 
éstas un dominio fluorescente extra a modo de marca o 
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etiqueta luminosa, que sirve para poder seguir su 
actividad in vivo, seleccionar y aislar aquellas células que 
producen la proteína fusionada a GFP o cuantificar la 
cantidad de dicha proteína producida en un momento 
dado. 
 
- HEPES (ácido 4-(2-hidroxiethil)-1-
piperazinaetanesulfonic), es un compuesto orgánico de 
naturaleza de Zwitterión y es también un tampón. 
Empleado con mucha frecuencia en los cultivos celulares, 
debido a que se ha demostrado que es un buen 
controlador del pH fisiológico. Tiene como ventaja frente 
a otros tampones, como los tampones de carbonato, que 
además evita los cambios debidos a la liberación de 
dióxido de carbono producido por el crecimiento celular. 
 
- PBS (tampón o buffer fosfato salino), es una solución 
acuosa y salina que contiene cloruro sódico, fosfato 
sódico, cloruro de potasio y fosfato de potasio. Es 
isotónico y no es tóxico para las células. Se usa para diluir 
sustancias utilizadas para el cultivo y para lavar los 
recipientes que contienen las células. No modifica el perfil 
de expresión y funcionamiento de la celula normal. El uso 
de esta solución es muy común para lavar células a través 
de centrifugación. 
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- Rodamina, es un compuesto orgánico heterocíclico 
fluorescente, basado en el xanteno. Puede considerarse 
derivado de la fluoresceína. Se utiliza para la tinción de 
mitocondrias. 
 
- TBS, se utiliza a menudo en inmunotransferencia, tanto 
para el lavado de la membrana como para la dilución del 
anticuerpo primario o secundario. 
 
- TBST (TBS + Tween 20), es un tampón salino utilizado en 
el Western Blot.  
 
- El tensoactivo no iónico Tritón-X 100, es un compuesto 
químico que tiene muchas aplicaciones en diversas 
disciplinas. Como agente humectante en los laboratorios 
de histología y microscopía o también se emplea en 
disolución diluída para humectar durante algunos 
protocolos de tinción. 
 
- La ranolazina (Rn) se obtuvo de Sigma Aldrich 
biotechnology y disuelta en tampón de Krebs a la 
adecuada concentración final (10-7, 10-6, 10-5 M). 
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4.5 TÉCNICAS DE MICROSCOPÍA 
 
4.5.1 MICROSCOPÍA CONFOCAL  
 
El principio del funcionamiento de la microscopía confocal 
se basa en eliminar la luz reflejada o fluorescente procedente 
de los planos fuera del foco, iluminando una pequeña zona de 
muestra. El microscopio consta de las siguientes partes: 
 
- Dos diafragmas (pinhole), uno entre la fuente de la luz y 
el objetivo y otro entre el objetivo y el detector. Ambos se 
encuentran perfectamente alineados, de forma que 
solamente el segundo deja pasar la luz del plano focal al 
detector. 
- Laser como fuente de luz que permite focalizar la 
iluminación en una región más pequeña de la muestra con 
gran intensidad. 
- Sistema de barrido, beam scanning, donde la muestra se 
desplaza por la muesca o stage scanning sin que el haz 
se desplace y permanezca inmóvil. 
 
Se logran imágenes en diferentes planos focales y es 
posible aplicar técnicas de reconstrucción 3D que permiten 
visualizar las estructuras. El microscopio utilizado en este 
trabajo ha sido el Laser Confocal Leica TCS SP2 de Leica 
Microsystems. 
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4.5.2 MICROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA 
 
En la técnica de inmunofluorescencia se utiliza un 
microscopio que consta de las siguientes partes: 
- Fuente de luz ultravioleta y de luz visible. 
- Uno o varios filtros de excitación o filtros primarios, que 
seleccionan la longitud de onda de la luz que incide sobre 
la muestra. 
- Filtro secundario o de barrera, que selecciona las 
longitudes de onda emitidas dentro del espectro visible, 
dejando pasar solo la luz emitida por la sustancia 
fluorescente e impidiendo el paso de la luz excitadora. 
 
Las principales técnicas de inmunofluorescencia son el tipo 
directo y el indirecto: 
- Técnica de inmunofluorescencia directa: se utiliza un 
anticuerpo (Ac) específico frente al antígeno (Ag) que se 
desea detectar, conjugado a un fluorocromo 
(elemento/compuesto de fluorescencia). 
- Técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI): se emplea 
en un primer paso el anticuerpo específico no marcado, y 
en un segundo paso un anticuerpo marcado con el 
correspondiente fluorocromo que reacciona de forma 
específica con el anticuerpo primario. Es más sensible y 
FUNCIONES PROTECTORAS DE LOS ASTROCITOS EN LA 





resulta muy útil para detectar, en el suero de pacientes, 
determinados tipos de anticuerpos que son capaces de 
reaccionar con antígenos presentes en los propios tejidos. 
 
Otras técnicas de inmunofluorescencia (IF) son: 
- La técnica sándwich, para detectar la presencia de 
inmunoglobulinas específicas ante un determinado 
antígeno en las células plasmáticas en tejidos de un 
animal previamente inmunizado con este antígeno. 
- La técnica de incubación con complemento es una 
modificación de la técnica indirecta y en ella el anticuerpo 
que se emplea en el primer paso de la técnica ha de ser 
capaz de fijar el complemento. 
 
El microscopio de fluorescencia utilizado en este trabajo fue un 
Diaphot 300 (Nikon®, Tokyo, Japan). Las células creciendo en 
monocapas y en cristales de 16-mm se usaron para estudios 
de inmunofluorescencia siguiendo el procedimiento descrito 
por Vallés y sus colaboradores (Vallés et al., 2008). Los 
anticuerpos monoclonales anti-MAP-2 y anti-GFAP se usaron 
para detectar la pureza de los cultivos y poder descartar entre 
presencia de neuronas y astrocitos. La incubación se realizó a 
37ºC durante 60 min. Después de diversos lavados con tampón 
fosfato salino (PBS), las células se incubaron con el anticuerpo 
secundario y cuando fue necesario, el núcleo se tiñó con (0.5 
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µg/ml) de tinción Hoechst 33342 durante 5 min. En otros 
experimentos, los astrocitos fueron incubados con 
mitotracker® y Hoechst 33342 y las neuronas simultáneamente 
con Anexina V, Hoechst 33342 y Rodamina para ver apoptosis 
y necrosis. 
 
4.5.3 ENSAYO AZUL DE TRIPANO 
 
El ensayo de exclusión de azul de tripano fue usado para 
contar las células vivas y monitorizar la proliferación celular. 
Los astrocitos fueron aislados y cultivados a una concentración 
de 7x104 células/35 mm placa. Después de 5 días de cultivo, 
las células fueron incubadas y la solución de azul tripano al 
1.5% fue añadida a los cultivos de celulares a temperatura 
ambiente durante 3 min. 
 
4.6 CULTIVOS PRIMARIOS 
 
4.6.1 CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS 
 
Para los cultivos primarios de neuronas corticales, se 
extrajeron cortezas cerebrales obtenidas en condiciones 
estériles. Posteriormente, se diseccionaron y disociaron 
mecánicamente mediante pipeteo durante 10 minutos con 
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DMEM (10 ml para la totalidad de los 14-15 fetos obtenidos a 
los 14-15 días fetal). 
 
La suspensión celular se filtró a través de una malla de 
nilón de un poro de 90 μm de diámetro, eliminando capilares 
sanguíneos y agregados celulares. La suspensión celular se 
colocó en placas que previamente se habían revestido con la 
solución de poly–D-lisina (PDL) (5 x 104 células/cm2) para 
permitir la adhesión de las neuronas. Después de la adhesión 
de las células (1h), el medio se cambió a DMEM pH 7.4, 
suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF), 10 mM 
HEPES, 40 mM NaHCO3, 100 unidades/ml penicilina, y 100 
mg/ml estreptomicina. El cultivo de neuronas se dejó crecer en 
una atmosfera de 5% CO2 y 95% aire, a 37oC, durante 3 días. 
Posteriormente, el cultivo se expuso al toxico citosina-β-D-
arabinofuranosido-hidroclorido (10 μM), durante 24h, para 
prevenir la proliferación de células no neuronales, debido a que 
este tóxico es eficiente para destruir células en proliferación. 
Despues se incubaron con Aβ1-42 (péptido tóxico) y Aβ40-1 
(péptido control). 
 
4.6.2 CULTIVO PRIMARIO DE ASTROCITOS 
 
Los cultivos primarios de astrocitos corticales se llevaron 
a cabo a partir de cortezas cerebrales de fetos de 21-días de 
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gestación, bajo condiciones de esterilidad libres de toxinas y 
fueron diseccionadas y disociadas mecánicamente por pipeteo 
de 10 veces con DMEM (10 ml de medio para la totalidad de 
12-14 fetos). La suspensión celular se filtró a través de una 
malla de nilón con un poro de 90 μm de tamaño.  
 
Las células se colocaron en placas (5 x 104 células/cm2) 
con solución SBF a 20%, 10 mM HEPES (titration ≥ 99.5%), 40 
mM NaHCO3, 100 unidades/ml penicilina y 100 mg/ml de 
estreptomicina. Después de 4 días, el medio se cambió por un 
medio nuevo preparado tal como se ha indicado anteriormente. 
A los 7 días de cultivo, el 20% de SBF se cambió a 10% de 
concentración.  
 
Tanto los cultivos de astrocitos como de neuronas, 
crecieron en una atmosfera humidificada de 5% CO2 y 95% 
aire, a 37oC, durante todo el tiempo de cultivo.  
 
La posible contaminación de los astrocitos y de las 
neuronas fue determinada a través de ensayos de 
inmunofluorescencia (IF) utilizando el anticuerpo monoclonal 
anti-proteína ácida fibrilar de la glía (Anti-GFAP), marcador de 
astrocitos (1:500) y el anticuerpo (clone G-A-5) y el policlonal 
de la proteína asociada a microtúbulos 2 (MAP-2), marcador 
neuronal (1:500). Bajo estas condiciones aproximadamente el 
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99% ± 3 de las células del cultivo eran neuronas y en el cultivo 
de astrocitos aproximadamente el 95% ± 4 de las células eran 
astrocitos. Posteriormente se incubaron con Aβ1-42 (péptido 
tóxico) y Aβ40-1 (péptido control). 
 
4.6.3 CULTIVO MIXTO ASTROCITOS Y NEURONAS 
 
Para los cultivos mixtos de neuronas y astrocitos, se 
extrajeron cortezas cerebrales obtenidas en condiciones 
estériles. Posteriormente se diseccionaron y disociaron 
mecánicamente mediante pipeteo durante 10 minutos con 
DMEM (10 ml para la totalidad de los 14-15 fetos obtenidos a 
los 14-15 días fetal). 
 
La suspensión celular se filtró a través de una malla de 
nilón de un poro de 90 μm de diámetro, eliminando capilares 
sanguíneos y agregados celulares. La suspensión celular se 
colocó en placas que previamente se habían revestido con la 
solución de poly–D-lisina (PDL) (5 x 104 células/cm2) para 
permitir la adhesión de las neuronas.  
 
Después de la adhesión de las células (1h), el medio se 
cambió a DMEM pH 7.4, suplementado con 10% de suero 
bovino fetal (SBF), 10 mM HEPES, 40 mM NaHCO3, 100 
unidades/ml penicilina, y 100 mg/ml estreptomicina.  
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El cultivo de neuronas se dejó crecer en una atmosfera de 
5% CO2 y 95% aire, a 37oC, durante 3 días. Posteriormente, el 
cultivo no se expuso al toxico citosina-β-D-arabinofuranosido-
hidroclorido por lo que la proliferación celular de astrocitos se 
permitió. Posteriormente se incubaron con Aβ1-42 (péptido 
tóxico) y Aβ40-1 (péptido control). 
 
4.7 SIGNIFICACIÓN ESTADÍSTICA  
 
Los análisis estadísticos se llevaron a cabo realizando 
ANOVA de una vía mediante el programa Graphpad Prim 5. 
Todos los resultados se expresaron como la media ± 
desviación estandard (DS). El t-test (Student’s t) se usó para 
dos grupos de análisis. El test de Tukey se usó para el análisis 
de grupos múltiples. Los resultados se consideraron 
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5.1 DIFERENCIAS ASTROCITOS Y NEURONAS 
 
En las figuras 46 (a, b), 47 (a, b), 48 y 49 se muestran las 
diferencias existentes entre un cultivo de astrocitos y de 
neuronas, apreciándose la interconectividad mediante sus 
axones en las neuronas y la morfología característica de los 
astrocitos.  
 
La imagen de neuronas se realizó en campo claro a 10 
días de cultivo. La imagen de astrocitos se realizó con 
mitotracker (Fig. 46a) y Hoechst 33342 para teñir los núcleos 
(Fig. 46b), con campo claro (Fig. 47a) y con doble marcaje 
mitotracker y Hoechst 33342 (Fig. 47b). La figura 48 
corresponde a neuronas en cultivo primario en imagen de 
campo claro. Inmunofluorescencia con el anticuerpo de la 
proteína ácida fibrilar de la glía (GFAP), específica de 
astrocitos, es mostrada en la figura 49 (Fig. 49).  
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Figura  46 (a, b): Astrocitos. Mitotracker y Hoechst 33342 
 
 
Figura  47 (a, b): Astrocitos de 10 días de desarrollo 
 
 
Figura  48: Neuronas en cultivo primario a 6 días de desarrollo 
a b 
a b 
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Figura  49: Astrocitos. Inmunofluorescencia GFAP + FITC (verde) 
 
5.2 CULTIVO MIXTO NEURONAS Y ASTROCITOS  
 
La figura 50 muestra un cultivo mixto de neuronas y 
astrocitos. En el panel arriba a la izquierda se han marcado las 
células con el anticuerpo anti-GFAP, característica de 
astrocitos.  
 
En el panel arriba a la derecha se han marcado las células 
con anti-Map-2, marcando las neuronas. Abajo a la izquierda 
se ha utilizado Hoechst 33342, que tiñe núcleos y el panel de 
abajo a la derecha es una imagen de campo claro.  
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Figura  50: Cultivo mixto de neuronas y astrocitos 
Panel superior izquierda: marcado con GFAP. Superior derecha: Map-2. Inferior 
izquierda: Hoechst 33342. Inferior derecha: campo claro 
 
5.3 CICLO CELULAR Y MUERTE NEURONAL 
 
Para determinar el ciclo celular y la muerte de neuronas 
en cultivo primario se realizaron ensayos de citometría de flujo. 
La figura 51 demuestra un aumento de la necrosis y la 
apoptosis tras la adición del péptido tóxico a las células en 
cultivo comparándolas con las células con Aβ40-1.  
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En la relación G0/G1 las células tratadas con Aβ1-42 
presentaron una disminución significativa con respecto a las 
células control, lo que indica una disminución en entrada a la 
fase G1 o fase de crecimiento. En cambio, en la fase S, o de 
síntesis, no observamos diferencias significativas entre los dos 
grupos. En la figura 51, también podemos observar diferencias 
significativas entre control y células con péptido tóxico en la 
relación M/G2, donde las células control presentan un aumento 
significativo, indicando que las células dañadas con el péptido 
tóxico no entran en mitosis y posiblemente presenten una 
disminución de factores externos e internos que favorezcan la 
entrada en mitosis. 
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Figura  51: Neuronas en cultivo primario y ciclo celular 
La necrosis, apoptosis y ciclo celular celular se determinó en neuronas tratadas 
con 5 µM Aβ40-1 (control, C) o con 5 µM Aβ1-42 (Aβ) durante 24 horas. Los datos son 
la media ± DS de cuatro experimentos independientes. *p < 0.05 vs. Control 
 
5.4 PROTECCIÓN ASTROCITOS SOBRE NEURONAS  
 
En una primera fase se evaluó la muerte celular inducida 
por Aβ1-42 en cultivos de neuronas y/o astrocitos. Como se 
muestra en la figura 52, la incubación con 5 µM del péptido Aβ1-
42 durante 24 horas produjo una disminución en la viabilidad 
celular de aproximadamente un 50% comparado con neuronas 
control (Aβ40-1). Sin embargo, el tratamiento de los astrocitos 
con el péptido tóxico no indujo ningún cambio significativo en la 
FUNCIONES PROTECTORAS DE LOS ASTROCITOS EN LA 






viabilidad celular comparada con astrocitos control no tratados. 
Además, cuando utilizamos cultivos mixtos de neuronas y 
astrocitos no se detectó muerte neuronal tras la incubación con 
el péptido tóxico comparado con las células control (Fig. 52).  
 
 
Figura  52: Viabilidad celular en neuronas y astrocitos 
Viabilidad celular mediante MTT en neuronas con 5 µM Aβ40-1 (control, C) o con 5 
µM Aβ1-42 (Aβ) durante 24 h. Los datos son la media ± DS de cuatro experimentos 
independientes. *p < 0.05 vs. Control. 
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5.5 CASPASA 3 TRAS TRATAMIENTO CON Aβ1-42 
     
Para analizar si los procesos apoptóticos intervenían en 
los cambios en la viabilidad celular, se evaluaron los efectos 
del tóxico de Aβ1-42 y del péptido control Aβ40-1 sobre la actividad 
de la Caspasa 3 en neuronas, astrocitos y en cultivo mixto. En 
la figura 53, se observa que la presencia del péptido tóxico 
aumenta de forma significativa (p < 0.05) la actividad de la 
Caspasa 3 respecto a las neuronas control. En el cultivo de 
astrocitos no se observaron cambios en la actividad de la 
Caspasa 3 si lo comparamos con los cultivos control de 
astrocitos, ni tampoco se detectaron cambios significativos en 
los cultivos mixtos de neuronas y astrocitos (Fig. 53).  
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Figura  53: Ensayo de la actividad de la Caspasa 3 
Actividad Caspasa 3 en células con 5 µM Aβ40-1, control o con el péptido tóxico 
Aβ1-42 en neuronas, astrocitos o en cultivo mixto (24 h). Los datos representan la 
media ± DS de cuatro experimentos independientes (*p < 0.05 vs control). 
 
5.6 CITOCROMO C EN NEURONAS EN CULTIVO  
 
Uno de los mecanismos mediados por receptor unido a la 
activación tardía de caspasas implica la disfunción 
mitocondrial, caracterizada por la liberación de Citocromo c y 
por la posterior activación de la Caspasa 9. Pudimos apreciar 
un aumento de la liberación de este citocromo en las células 
inducidas con el péptido tóxico si lo comparamos con el péptido 
control (Fig. 54).  
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Figura  54: Proteína Citocromo c en neuronas 
Neuronas con 5 µM Aβ40-1 o con Aβ1-42. Los datos son la media ± DS de cinco 
experimentos independientes (*p < 0.05 vs. Control). 
 
5.7 PEROXIDACIÓN LIPÍDICA EN CÉLULAS 
CULTIVADAS 
 
Para estudiar si la toxicidad del péptido Aβ1-42 se asociaba 
con el estrés oxidativo, se midieron los niveles de MDA 
(malondialdehido) como marcador de la peroxidación lipídica. 
La incubación con Aβ1-42 incrementó de forma significativa (p < 
0.05) los niveles de MDA en los cultivos neuronales (Fig. 55). 
Sin embargo, el péptido tóxico no modificó los niveles de MDA 
ni en astrocitos ni en las células correspondientes a cultivo 
mixto. Solamente con concentraciones del péptido tóxico 
superiores a 20 µM se detectaron aumentos significativos del 
MDA en astrocitos en cultivo primario. 
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Figura  55: Niveles de MDA 
Las células fueron tratadas durante 24 h con 5 μM Aβ40-1 (control, C) o con 5 μM 
Aβ1-42 (Aβ). Los datos representan la media ± DS de tres experimentos diferentes. 
*p < 0.05 vs. Control. 
 
5.8 BIOGÉNESIS MITOCONDRIAL EN ASTROCITOS 
 
La figura 56 muestra un aumento significativo de la 
biogénesis mitocondrial en los astrocitos incubados con el 
péptido tóxico si lo comparamos con los astrocitos control.  
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Figura  56: Agregación mitocondrial en astrocitos 
Microscopia confocal en astrocitos en cultivo primario tratados durante 6 h con 5 
μM Aβ40-1 (C) or 5 μM Aβ1-42 (Aβ). Mitotracker (250 nM) para teñir mitocondrias y 
Hoechst 33342 (2 μg/ml) para teñir los núcleos (A, B). Los paneles C y D muestran 
imágenes de contraste de fases. Inmofluorescencia para detectar Tom 20 (E, F; 
1:1000). La barra representa 20 μm. 
 
En el panel A observamos imágenes características de 
las mitocondrias en astrocitos en cultivo primario y en presencia 
del péptido control Aβ40-1. En el panel B se aprecia un 
incremento en la biogénesis mitocondrial con imágenes más 
brillantes y compactas cuando se incuba con el Aβ1-42. En 
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ambos paneles la tinción en azul (Hoechst 33342) corresponde 
a los núcleos celulares. En los paneles C y D se incluyen las 
imágenes de contraste de fases en las células control e 
incubadas con el péptido tóxico respectivamente. En el panel E 
se muestra una imagen de inmunofluorescencia con el 
anticuerpo Tom-20 que evidencia la biogénesis mitocondrial en 
astrocitos incubados con el péptido control. En el panel F se 
observa la inmunofluorescencia con el mismo anticuerpo pero 
en las células incubadas con el péptido tóxico, siendo 
significativo el incremento en la biogénesis mitocondrial 
comparada con el panel control (Fig. 56).  
 
5.9 NIVELES DE PERÓXIDOS EN ASTROCITOS 
 
Con el objeto de determinar si los astrocitos en cultivo 
primario presentan estrés oxidativo se decidió determinar los 
niveles de peróxidos en astrocitos en cultivo primario. Para ello 
analizamos los niveles de peróxidos después de 24 h de 
incubación con el péptido tóxico Aβ1-42 y se comparó con los 
niveles de peróxidos en los astrocitos con Aβ40-1 sin la 
presencia del péptido tóxico Aβ1-42 (Fig. 57). Los niveles de 
peróxidos se obtuvieron usando el protocolo que se indica en 
material y métodos de esta tesis.  
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Figura  57: Aumento de niveles de peróxidos por Aβ 
En células tratadas durante 24 h con 5 μM Aβ40-1 (C) o con 5 μM Aβ1-42 (Aβ). Los 
datos representan la media ± DS de tres experimentos diferentes. *p < 0.01 vs. 
Control. 
 
Tras el ensayo fue evidente, y además detectado de 
manera significativa, que ocurría un aumento en los niveles de 
H2O2 en los astrocitos en cultivo primario incubados con el 
péptido tóxico si lo comparamos con los astrocitos en cultivo 
primario controles (Fig. 57). El valor aumentaba alrededor de 
tres veces más. El incremento de peróxidos de hidrógeno se 
correlaciona con un aumento de estrés oxidativo en las células 
astrocíticas en cultivo primario. El principal lugar de generación 
de peróxidos es la mitocondria. La vida media es de 1 
milisegundo. Su medición es siempre indicada en la 
enfermedad de Alzheimer. 
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5.10 EXPRESIÓN DE MN-SOD EN ASTROCITOS 
 
 
Figura  58: Expresión Mn-SOD por Aβ1-42 en astrocitos 
Mn-SOD se determinó células tratadas con 5 μM Aβ40-1 (C) o con 5 μM Aβ1-42 
durante 24 h. Los datos representan la media ± DS de cuatro experimentos 
independientes. *p < 0.05 vs. Control. 
 
Se observó una hiperexpresión de la proteína Mn-SOD 
inducida por radicales libres de oxígeno en astrocitos en cultivo 
primario tras la aplicación del péptido tóxico versus control (Fig. 
58), lo que demuestra génesis de estrés oxidativa debida al 
péptido tóxico. 
5.11 EXPRESIÓN PROTEICA DE NF-κB e IκB 
 
El estrés oxidativo inducido por la presencia del péptido 
tóxico provocó un aumento de la expresión nuclear del factor 
de transcripción p65 (NF-κB) en astrocitos en cultivo primario 
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(Fig. 59). Por otra parte, se pudo observar un descenso en la 
expresión de la proteína IκB en los citoplasmas astrocitarios 
tras la incubación con Aβ1-42 (Fig. 60). Las proteínas NF-κB e 
IκB se encuentran unidas en el citoplasma de la célula en 
condiciones control y al activarse por efecto de elementos 
tóxicos, como Aβ1-42, provocan la separación de las dos 
proteínas, incorporándose NF-κB al núcleo y produciéndose la 
degradación de la proteína IκB (Fig. 59 y 60).  
 
 
Figura  59: Expresión de p-65 (NF-κB) por Aβ1-42 
La expresión de la proteínas p-65 en condiciones control (C) y después de la 
adición de 5 μM del péptido tóxico Aβ1-42 durante 24 h (Aβ). Los datos representan 
la media ± DS de cuatro experimentos independientes. *p < 0.05 vs. Control. 
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Figura  60: Expresión de la subunidad de IκB causada por Aβ1-42 
La expresion de la proteína IκB en condiciones control (C) y después de la adición 
de 5 μM del péptido tóxico Aβ1-42 durante 24 h (Aβ). Los datos representan la 
media ± DS de cuatro experimentos independientes. *p < 0.05 vs. Control. 
 
5.12 EXPRESIÓN PROTEICA DE LA PROTEÍNA TFAM 
 
Debido a la existencia de biogénesis mitocondrial, 
determinamos los niveles de expresión de la proteína TFAM en 
ausencia (control) y en presencia de Aβ1-42. El péptido tóxico 
ocasionó una sobreexpresión de la proteína TFAM en 
astrocitos en cultivo primario comparado con la expresión de 
esta proteína en las células control. Después de producirse 
estrés mitocondrial en las células, según nuestros datos, se 
ocasiona biogénesis mitocondrial relacionada con los cambios 
producidos en la expresión de la proteína TFAM (Fig. 61).  
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Figura  61: Expresión de TFAM en Astrocitos 
Los Astrocitos fueron incubados con 5 μM de Aβ1-42 (Aβ) o 5 μM Aβ40-1 (C) durante 
24 h (western blot). Se muestra una imagen representativa en la gráfica. Los datos 
representan la media ± DS de cuatro experimentos independientes. *p < 0.05 vs. 
Control. 
 
5.13 EXPRESIÓN PROTEICA DE LA PROTEÍNA PGC-1 
 
En la biogénesis mitocondrial también se puede producir 
un incremento de la proteína PGC-1, que activada pasa a PGC-
1 fosforilada (P-PGC-1). Para conocer los posibles cambios en 
esta proteína, determinamos los niveles de expresión en 
ausencia (control) y en presencia de Aβ1-42. El péptido tóxico 
ocasionó una sobreexpresión de la proteína PGC-1 en 
astrocitos en cultivo primario comparándolo con la expresión de 
dicha proteína en las células control. Por lo tanto, el estrés 
mitocondrial podría ocasionar biogénesis mitocondrial con 
aumento detectado en PGC-1 (Fig. 62).  
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Figura  62: Expresión de PGC-1 en cultivos primarios de Astrocitos 
Los Astrocitos fueron incubados con 5 μM de Aβ1-42 (Aβ) o 5 μM Aβ40-1 (C) durante 
24 h para la determinación de la expresión proteica de PGC-1 por western blot. Se 
muestra una imagen representativa en la gráfica. Los datos representan la media ± 
DS de cuatro experimentos independientes. *p < 0.05 vs. Control. 
 
5.14 EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA PPAR-γ 
 
La biogénesis mitocondrial se encuentra regulada por muchos 
tipos de proteínas, entre ellas la proteína PPAR-γ. La figura 63 
muestra una disminución significativa de PPAR-γ. Esta proteína 
es una proteína de acción anti-inflamatoria y que se ha visto 
implicada en muchos procesos de esa índole en diversas 
enfermedades relacionadas con procesos inflamatorios. 
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Figura  63: Expresión de PPAR-γ en cultivos primarios de Astrocitos 
Los Astrocitos fueron incubados con 5 μM de Aβ1-42 (Aβ) o 5 μM Aβ40-1 (C) por 24 h 
para determinación por western blot. Se muestra una imagen representativa en la 
gráfica. Los datos representan la media ± DS de cuatro experimentos 
independientes. *p < 0.05 vs. Control. 
 
5.15 EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA SIRT-1 
 
Para determinar otra de las proteínas que se conoce que 
regula la biogénesis mitocondrial, se determinó la expresión 
proteíca de SIRT-1 (Fig. 64). Dicha proteína presenta presenta 
una disminución significativa de su expresión. SIRT-1 está 
involucrada en el envejecimiento y en el alargamiento de la vida 
mediante la menor ingesta de alimento.  
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Figura  64: Expresión de SIRT-1 en Astrocitos en cultivo primario 
Los Astrocitos fueron incubados con 5 μM de Aβ1-42 (Aβ) o 5 μM Aβ40-1 (C) durante 
24 h para la determinación de la expresión proteica por western blot. Se muestra 
una imagen representativa en la gráfica. Los datos representan la media ± DS de 
cuatro experimentos independientes. *p < 0.05 vs. Control. 
 
5.16 EXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS p38 Y p-p38  
 
Para determinar la expresión de las proteínas p38 y p-
p38, se realizaron western-blots de las mismas (Fig. 65). P-p38 
presenta, bajo nuestro estudio, un aumento significativo de su 
expresión. En cambio, p-38 no presentó cambios significativos 
en Astrocitos en cultivo primario. Está proteína está involucrada 
en la comunicación intercelular. Su expresión y salida al 
exterior, provoca la entrada al interior celular de la citoquinas 
pro-inflamatorias. Estas desarrollaran una serie de procesos 
como la producción de más citoquinas pro-inflamatorias y por 
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Figura  65: p38 y p-p38 en Astrocitos en cultivo primario 
Los Astrocitos fueron incubados con 5 μM de Aβ1-42 (Aβ) o 5 μM Aβ40-1 (C) durante 
24 h para la determinación de la expresión proteica por western blot. Se muestra 
una imagen representativa en la gráfica. Los datos representan la media ± DS de 
cuatro experimentos independientes. *p < 0.05 vs. Control. 
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5.17 EXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS p53 y p-p53 
 
Para determinar la respuesta al posible daño al ADN, 
analizamos la expresión de las proteínas p53 y p-p53, que 
detienen el ciclo celular en el caso de mutación. p53 es un gen 
supresor tumoral que desempeña un papel importante en la 
apoptosis. En la figura 66, se aprecia un aumento significativo 
de la proteína p-p53 en los astrocitos incubados con 5 µM de 
Aβ1-42 comparado con los astrocitos control.  
 
 
FUNCIONES PROTECTORAS DE LOS ASTROCITOS EN LA 







Figura  66: p53 y p-p53 en Astrocitos en cultivo primario 
Los Astrocitos fueron incubados con 5 μM de Aβ1-42 (Aβ) o 5 μM Aβ40-1 (C) durante 
24 h para la determinación de la expresión proteica por western blot. Se muestra 
una imagen representativa en la gráfica. Los datos representan la media ± DS de 
cuatro experimentos independientes. *p < 0.05 vs. Control. 
 
5.18 RN Y ENSAYO EXCLUSIÓN DE AZUL TRIPANO 
 
El ensayo de exclusión de azul de tripano fue usado para 
contar las células vivas y monitorizar la proliferación celular. 
Los astrocitos fueron aislados y cultivados a 7x104 
células/35mm de placa. Tras 5 días de cultivo, las células 
fueron incubadas sin (control, C) o con Rn (10-7, 10-6, 10-5 M) 
durante 24h. En condiciones de control la proliferación fue de 
0.9% previa incubación con Rn. Tras la incubación con Rn, la 
proliferación se incrementó un 15% (10-7 M), 37% (10-6 M) y 
39% (10-5 M) respectivamente. 
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Tabla 5: Los astrocitos incubados a 7x104 cells/35 mm 
Se incubaron sin Rn (control, C) o con Rn (10-7, 10-6, 10-5 M) por 24 h. El ensayo 
de exclusión de tripano azul se usó para el contaje de las células vivas y 
monitorizar la proliferación celular. Los datos representan la media ± SD de cuatro 
experimentos independientes (de 4 ratas diferentes). *p < 0.05 vs. Control. 
 
5.19 RN Y ENSAYO MTT EN ASTROCITOS 
 
El papel que la Rn juega en la viabilidad celular de los 
astrocitos en cultivo primario fue estudiado también usando el 
ensayo de MTT. La figura 67 nos muestra que la incubación 
con Rn a diferentes concentraciones (10-7, 10-6, 10-5 M), indujo 
un incremento significativo en la viabilidad de los astrocitos a 
cualquier concentración estudiada (21% (10-7 M), 40% (10-6 M) 
y 43% (10-5 M)) comparándolas con las células control. Aβ1-42 
(15 µM) disminuyó significativamente la viabilidad celular en 
comparación con los astrocitos control (38%). La incubación 
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con Rn (10-6 M) y además el péptido tóxico, previno la 
disminución de la viabilidad celular inducida por Aβ1-42. 
 
 
Figura  67: Viabilidad celular con Rn en astrocitos  
Los astrocitos fueron incubados sin Rn (control, C), con Rn (10-7,10-6,10-5 M), con 
amiloide β1-42 (15 µM) o con amiloide β1-42 (15 µM) + Rn (10-6 M). Los datos 
representan la media ± SD de cuatro experimentos independientes (cuatro ratas 
diferentes). *p < 0.05 vs. Control. 
 
5.20 RN Y ENSAYO MTT EN NEURONAS 
 
Las neuronas previamente incubadas con Rn (10-7, 10-6, 
10-5 M) durante 24h, no mostraron diferencias significativas en 
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Figura  68: Viabilidad celular con Rn en neuronas 
Las neuronas fueron incubadas sin Rn (control, C) o con Rn (10-7,10-6,10-5 M). Los 
datos representan la media ± SD de cuatro experimentos independientes (cuatro 
ratas diferentes). 
 
5.21 RN Y ENSAYO LDH EN ASTROCITOS 
 
 Para determinar los cambios en la liberación de la enzima 
lactato deshidrogenasa, se incubaron los astrocitos con o sin 
ranolazina. La incubación de los astrocitos con Rn (10-6 M y 10-
5 M) durante 24h, disminuyó la liberación al medio de LDH (15% 
con Rn 10-6 M y 20% con Rn 10-5 M) y previno además la fuga 
de LDH inducida por Aβ1-42 (15 µM), indicando que los 
astrocitos están de alguna manera protegidos por la ranolazina 
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(Fig. 69). La LDH se produce en situaciones de necrosis, por lo 
que su aumento indica incremento del proceso de necrosis 
celular. Sustancias que disminuyan la liberación de LDH 
ayudan a disminuir la necrosis producida por algún tóxico. El 
péptido tóxico incrementó la liberación de LDH en un 75% 
aproximadamente y la incubación con Rn (10-6 M) redujo en un 
60% los niveles de LDH, indicando un efecto protector claro en 




Figura  69: Actividad de la enzima lactato deshidrogenasa 
Los astrocitos fueron incubados sin Rn (control, C), con Rn (10-7,10-6,10-5 M), con 
amiloide β1-42 (15 µM) o con amiloide β1-42 (15 µM) + Rn (10-6 M) durante 24h. La 
actividad de lactato dehidrogenasa fue medida en sobrenadante de astrocitos. Los 
datos representan la media ± DS de tres experimentos independientes (tres ratas 
diferentes). *p < 0.05 vs células control. #p < 0.05 vs células tratadas con Aβ. 
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5.22 CASPASA 3 EN ASTROCITOS CON RN 
 
La incubación con Rn (10-6 M y 10-5 M) durante 24h a 
astrocitos en cultivo primario, produjo una reducción de la 
actividad de la Caspasa 3 en un 25% (Rn 10-6 M) y en un 40% 
(Rn 10-5 M), comparando estos resultados con las células 
control incubadas sin Rn.  
 
Con el péptido tóxico Aβ1-42 (15 µM) en el medio, la 
actividad de la Caspasa 3 se incrementó como se indica en la 
Figura 2. En el medio de cultivo Aβ1-42 incrementó la actividad 
de Caspasa 3 un 105%.  
 
Con el fín de saber la acción de la proteína Rn, se 
incubaron las células con el péptido tóxico y la proteína Rn. El 
aumento de la Caspasa 3 fue revertido por Rn en un 85%, 
indicando una reducción de la apoptosis tras la adición de Rn 
al cultivo (Fig. 70). 
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Figura  70: Actividad de la Caspasa 3 
Los astrocitos fueron incubados sin Rn (control, C), con Rn (10-7,10-6,10-5 M), con 
amiloide β1-42 (15 µM) o con amiloide β1-42 (15 µM) + Rn (10-6 M) durante 24h. Los 
datos representan la media ± desviación estándar de tres experimentos 
independientes (tres ratas diferentes). *p < 0.05 vs. Células control. #p < 0.05 vs. 
Células tratadas con Aβ. 
 
5.23 EXPRESIÓN DE SMAC/DIABLO CON RN EN 
ASTROCITOS 
 
La figura 71 muestra la expresión de la proteína 
Smac/Diablo en astrocitos en cultivo primario. En astrocitos, la 
Rn disminuyó la expresión de Smac/Diablo (4.4-veces a 10-6 M 
y 7.6-veces a 10-5 M) (Fig. 71). La proteína Smac/Diablo se 
expresa cuando hay apoptosis inducida por daño celular ante 
tóxicos, por ejemplo.  
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Figura  71: Expresión proteica de Smac/Diablo en astrocitos 
Los astrocitos fueron incubadas sin Rn (control, C) o con Rn (10-7,10-6,10-5 M) 
durante 24 h. Un inmunoblot representativo se muestra en el panel de arriba. Los 
datos representan la media ± SD de cuatro experimentos independientes (cuatro 
ratas diferentes). *p < 0.05 vs. Control. 
 
5.24 EXPRESIÓN DE SMAC/DIABLO CON RN EN 
NEURONAS 
 
En neuronas en cultivo primario, la proteína Smac/Diablo 
no presentó ninguna diferencia significativa comparando 
células control con células a diferentes concentraciones (10-7, 
10-6 y 10-5 M) (Fig. 72).  
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Figura  72: Expresión proteica de Smac/Diablo en neuronas 
Las neuronas fueron incubadas sin Rn (control, C) o con Rn (10-7,10-6,10-5 M) 
durante 24 h. Un inmunoblot se representa en la parte superior de la gráfica. Los 
datos constituyen la media ± SD de cuatro experimentos independientes (cuatro 
ratas diferentes). *p < 0.05 vs. Control. 
 
5.25 MEDICIÓN DE IL-1β EN ASTROCITOS CON RN 
 
El cultivo de astrocitos fue incubado con Rn a diferentes 
concentraciones (10-7, 10-6 y 10-5 M). La secreción de la 
citoquina pro-inflamatoria IL-1β fue detectada por ELISA de los 
sobrenadantes de las células cultivadas.  
 
La citoquina es una proteína pro-inflamatoria que es 
liberada por la célula para comunicar a las vecinas y cercanas 
del incremento de inflamación en la zona. En el caso de 
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presencia de esta citoquina en sangre indicaría un aumento de 
inflamación a nivel sistémico. La figura 27 muestra que, en 
astrocitos, Rn disminuyó 3.65, 4.14 y 4.23-veces la liberación 
de IL-1β a 10-7, 10-6 y 10-5 M respectivamente, comparado con 
los valores control (Fig. 73). Esto significaría que la Ranolazina 
puede regular el proceso inflamatorio favoreciendo la 
disminución del proceso en los astrocitos en cultivo primario.  
 
 
Figura  73: Determinación de la citoquina IL-1β en astrocitos 
Los Astrocitos fueron incubados sin Rn (control, C) o con Rn (10-7,10-6,10-5 M) y 
obtenidos los sobrenadantes de los cultivos. La secreción de IL-1β fue 
determinada por ELISA. Los valores representan la media ± SD de experimentos 
replicados de cuatro experimentos independientes (cuatro ratas diferentes). *p < 
0.05 vs. Control. 
 
5.26 MEDICIÓN DE IL-1β EN NEURONAS CON RN 
 
Se crecieron células neuronales control y con Rn a 
diferentes concentraciones (10-7, 10-6 y 10-5 M).   Se recolectó 
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el medio de cultivo y se analizó la liberación de IL-1β al medio. 
La molécula Rn no produjo cambios en la liberación de IL-1β 
en neuronas a ninguna concentración analizada (Fig. 74). 
 
 
Figura  74: Determinación de la citoquina IL-1β en neuronas 
Las Neuronas fueron incubadas sin Rn (control, C) o con Rn (10-7,10-6,10-5 M) y los 
sobrenadantes fueron obtenidos. La secreción de IL-1β fue determinada por 
ELISA. Los valores representan la media ± SD de experimentos de cuatro 
experimentos independientes (cuatro ratas diferentes). 
 
5.27 MEDICIÓN DE TNF-α EN ASTROCITOS CON RN 
 
Los niveles de TNF-α fueron detectados por ELISA. La 
figura 75 muestra los efectos provocados por la proteína Rn 
(10-7, 10-6 y 10-5 M) en astrocitos en cultivo primario. En 
astrocitos, Rn disminuyó 2.87, 4.21 y 6.63-veces la liberación 
de TNF-α a 10-7, 10-6 y 10-5 M respectivamente, comparado con 
las células control (Fig. 75). 
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Figura  75: Determinación de la citoquina TNF-α en astrocitos 
Los Astrocitos fueron incubados sin Rn (control, C) o con Rn (10-7,10-6,10-5 M) y los 
sobrenadantes de los cultivos celulares fueron recolectados. La secreción de TNF-
α fue determinada por ELISA. Los valores representan la media ± SD de cuatro 
experimentos independientes (cuatro ratas diferentes). *p < 0.05 vs. Control. 
 
5.28 MEDICIÓN DE TNF-α EN NEURONAS CON RN 
 
La figura 76 muestra los efectos provocados por la 
proteína Rn (10-7, 10-6 y 10-5 M) en neuronas en cultivo primario. 
Se recolectó el medio de cultivo y se analizó la liberación de 
TNF-α al medio de cultivo. La molécula Rn no produjo cambios 
en la liberación de TNF-α en neuronas cultivadas a ninguna 
concentración analizada (Fig. 76). 
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Figura  76: Determinación de la citoquina TNF-α en neuronas 
Las Neuronas fueron incubadas sin Rn (control, C) o con Rn (10-7,10-6,10-5 M) y los 
sobrenadantes de cultivos celulares fueron recolectados. La secreción de TNF-α 
fue determinada por ELISA. Los valores representan la media ± SD de cuatro 
experimentos independientes (cuatro ratas diferentes). 
 
5.29 RN Y EXPRESIÓN DE PPAR-γ EN ASTROCITOS 
 
La familia de las proteínas PPARs regula negativamente 
la expresión génica de las proteínas pro-inflamatorias. La figura 
77 muestra la expresión de PPAR-γ en cultivo de astrocitos. La 
proteína Rn incrementó la expresión de PPAR-γ en astrocitos 
en cultivo primario en 2.72-veces a 10-6 M y 2.84-veces a 10-5 
M comparado con las células control (Fig. 77).  
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Figura  77: Expresión de la proteica de PPAR-γ en astrocitos 
Los Astrocitos fueron incubados sin Rn (control, C) o con Rn (10-7,10-6,10-5 M) 
durante 24 h y recolectados para determinar la expresión de la proteína PPAR-γ 
mediante western blot. Un inmunoblot representativo se muestra en el panel de la 
gráfica. Los datos representan la media ± SD de cuatro experimentos 
independientes (cuatro ratas diferentes). *p < 0.05 vs. Control. 
 
5.30 RN Y EXPRESIÓN DE PPAR-γ EN NEURONAS 
 
La proteína PPAR-γ es un mediador anti-inflamatorio que 
se expresa como respuesta al incremento de la inflamación en 
procesos de respuesta celular ante daño. La figura 78 muestra 
la expresión de PPAR-γ neuronas en cultivo primario.  
 
Después de la incubación con la proteína Rn no se 
detectó ningún cambio en la expresión de PPAR-γ a ninguna 
concentración analizada comparada con los controles (Fig. 78). 
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Figura  78: Expresión proteica de PPAR-γ en neuronas 
Las Neuronas fueron incubados sin Rn (control, C) o con Rn (10-7,10-6,10-5 M) 
durante 24 h y recolectados para determinar la expresión proteica de PPAR-γ 
mediante western blot. Un inmunoblot se muestra en la gráfica. Los datos 
representan la media ± SD de cuatro experimentos independientes (cuatro ratas 
diferentes). 
 
5.31 RN Y CU/ZN-SOD EN ASTROCITOS 
 
La proteína Cu/Zn-SOD se encuentra en el citoplasma 
celular y su expresión indica un aumento del cambio de anión 
superóxido a H2O2. Por lo tanto, la disminución en la 
peligrosidad de este anión superóxido es muy importante para 
disminuir el efecto de estrés oxidativo ocasionado por este 
radical libre. La enzima aumenta la cantidad de H2O2 que de 
todas maneras sigue siendo una molécula que también se 
considera un radical libre y que aumenta el estrés oxidativo.  
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La figura 79 muestra la expresión de la proteína Cu/Zn-
SOD en astrocitos en cultivo primario. En astrocitos, Rn 
aumentó la expresión de Cu/Zn-SOD 4.49-veces a 10-6 M y 
4.47- veces a 10-5 M comparada con las células control (Fig. 
79). Esto indicaría un aumento de la defensa anti-oxidante ante 
la presencia de la proteína Rn.  
 
 
Figura  79: Expresión de la proteína Cu/Zn-SOD en astrocitos 
Los Astrocitos fueron incubados sin Rn (control, C) o con Rn (10-7,10-6,10-5 M) 
durante 24 h. Un inmunoblot representativo de Cu/Zn-SOD se indica en la gráfica. 
Los datos representan la media ± SD de cuatro experimentos independientes 
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5.32 RN Y CU/ZN-SOD EN NEURONAS 
 
La Proteína Cu/Zn-SOD no presentó cambios 
significativos respecto a control en cultivo primario de 
neuronas, a ninguna concentración analizada (Fig. 80).  
 
 
Figura  80: Expresión proteica de la proteína Cu/Zn-SOD en neuronas 
Las Neuronas fueron incubadas sin Rn (control, C) o con Rn (10-7,10-6,10-5 M) 
durante 24 h y recolectadas para determinar la expresión proteica de la Cu/Zn-
SOD mediante western blot. Un inmunoblot representativo se muestra en la gráfica 
superior. Los datos representan la media ± SD de cuatro experimentos 
independientes (cuatro ratas diferentes). 
 
5.33 RN Y MN-SOD EN ASTROCITOS 
 
La figura 81 muestra la expresión de la proteína Mn-SOD 
en astrocitos en cultivo primario. La enzima se expresa en la 
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mitocondria y no en el citoplasma como lo hacía la enzima 
Cu/Zn-SOD.  
 
La expresión de dicha proteína a diferentes 
concentraciones de Rn (10-6, 10-5 M) incrementó la expresión 
de Mn-SOD 4.12-veces y 4.20-veces respectivamente 
comparado con las células control. A 10-7 M de Rn no se 
observaron diferencias significativas con respecto a los valores 
control (Fig. 81).  
 
 
Figura  81: Expresión proteica de Mn-SOD en astrocitos 
Los Astrocitos fueron incubados sin Rn (control, C) o con Rn (10-7,10-6,10-5 M) 
durante 24 h y recolectados para determinar la expresión proteica de Mn-SOD 
mediante western blot. Un inmunoblot representativo se muestra en el panel 
superior. Los datos representan la media ± SD de cuatro experimentos 
independientes (cuatro ratas diferentes). *p < 0.05 vs. Control. 
 
FUNCIONES PROTECTORAS DE LOS ASTROCITOS EN LA 






5.34 RN Y EXPRESIÓN DE MN-SOD EN NEURONAS 
 
La expresión de la proteína Rn en neuronas no produjo 
ninguna diferencia significativa en la proteína Mn-SOD 
comparada con las células control a ninguna concentración 
analizada (Fig. 82).  
 
 
Figura  82: Expresión proteica de Mn-SOD en astrocitos 
Las Neuronas fueron incubadas sin Rn (control, C) o con Rn (10-7,10-6,10-5 M) 
durante 24 h y recolectadas para determinar la expresión proteica de Mn-SOD 
mediante western blot. Un inmunoblot representativo se muestra en el panel 
superior. Los datos representan la media ± SD de cuatro experimentos 
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Los resultados del presente estudio demuestran que el 
péptido tóxico (5 µM Aβ1-42) disminuye la viabilidad celular, 
aumenta la apoptosis y la peroxidación lipídica en neuronas en 
cultivo primario, pero no produce cambios ni en astrocitos ni en 
neuronas en cultivo mixto. Estos resultados indican un papel 
protector de los astrocitos sobre las neuronas frente a la 
toxicidad del péptido Aβ1-42. Nuestro estudio también 
demuestra que en los astrocitos se produce un aumento de la 
biogénesis mitocondrial y de la expresión de la proteína Mn-
SOD. Ambos mecanismos podrían contribuir al papel protector 
de los astrocitos sobre las neuronas. La relación existente entre 
neuronas y astrocitos es fundamental para entender los 
procesos de desarrollo cerebral y/o los de neurodegeneración. 
En el cerebro de pacientes con la enfermedad de Alzheimer 
aparecen incrementados tanto los procesos inflamatorios como 
los de estrés oxidativo (Cole et al., 2004), pero el significado 
patológico de estos procesos permanece por dilucidar. Durante 
los últimos años se ha demostrado que la inflamación y el 
estrés oxidativo son mecanismos claves en la progresión de 
diversas patologías neurodegenerativas, entre ellas el 
Alzheimer (Eikelenboom and van Gool, 2004; Zhu et al., 2004; 
Jiménez-Jiménez et al., 2006; Quintanilla et al., 2012; Yan et 
al., 2013). Dado que la terapia antiinflamatoria protege a las 
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neuronas frente a diferentes tóxicos (McGeer, et al., 2006), la 
disminución tanto de los procesos inflamatorios como de estrés 
oxidativo podría mejorar la neurodegeneración observada en la 
enfermedad de Alzheimer. 
 
Desde casi los inicios del descubrimiento de los astrocitos 
se conoce que realizan funciones nutricionales y de soporte 
neuronal y además, desde hace unas décadas, se han 
descubierto funciones de protección neuronal frente al estrés 
oxidativo y la inflamación (Skaper, 2007; Wyss-Coray, 2006). 
Estos efectos protectores pueden llegar a ser nocivos cuando 
se produce un aumento excesivo de la activación astrocitaria 
(Griffin et al., 1998). Cuando los astrocitos se activan en 
respuesta a ciertas patologías del SNC, como la enfermedad 
de Alzheimer, aumentan de tamaño y modifican su forma, 
presentando prolongaciones más gruesas, aumentando el 
número de mitocondrias, lisosomas y la actividad del retículo 
endoplasmático (Agulhon et al., 2008; Guillamón-Vivancos et 
al., 2015). En estudios realizados previamente por nuestro 
grupo de investigación, se observó mediante 
inmunofluorescencia un aumento de la agregación mitocondrial 
(Vallés et al., 2008) en las neuronas afectadas por la adición 
del péptido tóxico Aβ1-42. En las imágenes obtenidas de 
astrocitos y neuronas realizadas para esta tesis, se observó un 
aumento de la agregación mitocondrial de las células 
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astrocíticas en comparación con las imágenes obtenidas en 
neuronas en cultivo primario. Esto se observó al incubar los 
astrocitos con 5 μM Aβ1-42 durante 24 horas, sugiriendo una 
alteración en la dinámica mitocondrial, con aumento de la 
producción de mediadores inflamatorios, de especies reactivas 
de oxígeno (Mrak and Griffin., 2005) y de los niveles de estrés 
oxidativo (Yan et al., 2013). Esto nos llevó a la hipótesis de que 
lo que ocurria en los astrocitos era un aumento del número de 
mitocondrias cuando los astrocitos se volvían reactivos. 
Además, se producian cambios en la dinámica mitocondrial, 
que así mismo inducían a un aumento en la producción de 
mediadores inflamatorios, en las especies reactivas de oxígeno 
(Mrak and Griffin., 2005) y en los niveles de estrés oxidativo 
(Yan et al., 2013). Cabe destacar que dependiendo del daño en 
el tiempo y en el espacio (cantidad de células dañadas) este 
daño puede ser revertido, ya que en una primera fase del 
proceso inflamatorio se producen mediadores proinflamatorios 
que participan en la protección del tejido, al limitar la 
supervivencia y la proliferación de agentes tóxicos que en 
última instancia producirán disminución del daño neural (Allan 
and Rothwell, 2001; Allan and Rothwell, 2003). Por el contrario, 
si la reacción no se detiene, se producirá una segunda fase 
donde la respuesta inflamatoria prolongada y exacerbada 
podría contribuir a una progresión del daño y aumento de la 
muerte celular presentes en la patología del Alzheimer y en 
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otras enfermedades neurodegenerativas (Wyss-Coray and 
Muckie, 2002; Strohmeyer and Rogers, 2001).  
 
Nuestros resultados también muestran que el péptido 
tóxico aumenta significativamente los niveles de MDA en 
neuronas en cultivo primario, sin observarse cambios en los 
astrocitos en cultivo primario ni en ambas células en cultivo 
mixto. Ya que el MDA es un indicador de la peroxidación 
lipídica, una reducción en sus niveles en los cultivos mixtos es 
compatible con el efecto protector de los astrocitos impidiendo 
la lipoperoxidación neuronal debida al péptido tóxico. La 
presencia de los astrocitos en los cultivos mixtos puede 
proteger a las neuronas de la inflamación y del estrés oxidativo 
causado por el péptido Aβ1-42, como ya ha sido descrito para 
otros componentes tóxicos (Lööv et al., 2012). Carrero y col. 
sugieren que la conversión a astrocitos reactivos podría estar 
mediada por la expresión de genes pro-inflamatorios y por el 
aumento de NF-κB (sobre-expresado en inflamación) (Wallace 
et al., 1997), que aceleraría la muerte neuronal. Además, en su 
estudio estos autores indican que el péptido toxico provoca 
daño afectando a las neuronas, los astrocitos y a los vasos 
sanguíneos (Carrero et at., 2012). Las diferencias entre el 
estudio de Carrero y col. y nuestro trabajo podrían atribuirse a 
diferencias metodológicas. Nuestros experimentos, llevados a 
cabo en cultivos celulares, nos permiten estudiar los efectos del 
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péptido tóxico selectivamente en neuronas, astrocitos o cultivos 
mixtos. De esta manera, pudimos evaluar si el daño neuronal 
es causado por un efecto directo del péptido Aβ1-42 o por la 
inflamación generada en otras células. Además, el aumento de 
la expresión de la proteína p-65 (NF-κB) que observamos en 
astrocitos podría no ser indicativo de la muerte neuronal, sino 
que sería compatible con un mecanismo protector hacia las 
neuronas, a través de un aumento en la fosforilación de PGC-
1 que conduciría al incremento de los niveles de la proteína 
TFAM y por ende a la biogénesis mitocondrial como se discutirá 
más adelante.  
 
Aunque existen evidencias de que la inflamación está 
implicada en la fisiopatología de la enfermedad de Alzheimer, 
algunos mediadores inflamatorios podrían mejorar la evolución 
de la enfermedad (Wyss-Coray, 2006). Wyss-Corey y col. 
demostraron la capacidad fagocítica de los astrocitos para 
eliminar y destruir el péptido tóxico, poniendo en evidencia el 
papel de estas células como defensa celular cerebral (Wyss-
Coray, 2006). También, se han demostrado efectos anti-
inflamatorios y protectores en los astrocitos expuestos al 
péptido tóxico, gracias a la acción de la genisteína y el estradiol 
(Vallés et al., 2010).  
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En el cultivo de astrocitos el Aβ1-42 produce un aumento 
de la expresión de Mn-SOD, lo que sugiere un posible sistema 
de defensa antioxidante que podría proteger a las neuronas 
frente al estrés oxidativo, tal como se ha demostrado que 
ocurre en el interior del cerebro (Zhu et al., 2007a). Nuestros 
resultados indican que los astrocitos protegen a las neuronas 
probablemente debido a un aumento de la biogénesis 
mitocondrial, consiguiendo una protección mejorada contra el 
estrés oxidativo y quizás iniciando procesos de control de la 
inflamación celular. El aumento de especies reactivas de 
oxígeno se encuentra involucrado con el daño al ADN 
mitocondrial (Bozner et al., 1997). Actualmente se conoce 
sobradamente que la proteína TFAM induce replicación y 
mantenimiento del ADN mitocondrial (Kang et al., 2007; 
Pappolla et al., 1998). En cultivo de células SH-SY5Y la sobre-
expresión de la proteína TFAM disminuye la producción de 
especies reactivas de oxígeno y atenúa el daño inducido por el 
péptido Aβ1-42 (Xu et al., 2009). De acuerdo con estos datos, 
nuestros resultados demuestran una inducción de p-65 (NF-κB) 
y sobre-expresión de la proteína TFAM (Chimienti et al., 2018) 
y PGC-1 después de añadir el péptido Aβ1-42 a los astrocitos en 
cultivo primario. Además, nuestros resultados indican que la 
biogénesis mitocondrial puede estar involucrada en la 
protección neuronal frente al daño ocasionado por el péptido 
tóxico Aβ1-42. Estos efectos podrían ser debidos a la proteína 
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TFAM ya que la sobre-expresión de TFAM en astrocitos 
probablemente produce protección del ADN mitocondrial frente 
al péptido Aβ1-42. TFAM podría proteger al ADN mitocondrial del 
estrés oxidativo y de la inflamación cubriendo regiones de ese 
ADN mitocondrial (Kang et al., 2007; Hayashi et al., 2008), así 
como manteniendo el número de copias de ADN mitocondrial 
(Jeng et al., 2008). Por otra parte, TFAM podría aumentar la 
biogénesis mitocondrial controlando la disfunción mitocondrial 
mediante el inicio de la transcripción del ADN mitocondrial (Lin 
and Beal, 2006; Lee et al., 2005).  
 
La proteína SIRT-1 juega un papel importante en las 
reacciones de de-acetilación de diferentes proteínas, tales 
como factores de transcripción involucrados en regulación 
metabólica, modulación del estrés, supervivencia celular, 
envejecimiento y procesos inmunes o inflamatorios (Chung et 
al., 2010; Ransohoff and Engelhardt, 2012). La expresión de 
sirtuínas se incrementa en la restricción calórica ocurrida en el 
tejido cerebral (Nisoli et al., 2005) y un dato importante es que 
se ha detectado disminución significativa de esta proteína en 
los pacientes con enfermedad de Alzheimer (Kumar et al., 
2013). La proteína SIRT-1 modula la expresión de la 
transcripción de la proteína PGC-1 y la actividad del factor de 
transcripción NF-κB en tejido cardiaco de rata (Jian et al., 
2011). Por otra parte, la sobre-expresión o la disminución de la 
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expresión de la proteína PGC-1 determina la biogénesis 
mitocondrial a través de la proteína TFAM (Kang and Li, 2012). 
En nuestros resultados, el péptido tóxico Aβ1-42 disminuye la 
expresión proteica de SIRT-1 en cultivos primarios de 
astrocitos, produciendo un aumento de la expresión de la 
proteína PGC-1 y de TFAM ocasionando un aumento de la 
biogénesis mitocondrial. Por otra parte, el péptido tóxico Aβ1-42 
disminuye la expresión del factor de transcripción PPAR-γ 
conduciendo a un aumento de la expresión de la proteína NF-
κB (Ye, 2008). Este factor de transcripción facilita la 
fosforilación de la proteína PGC-1 provocando un aumento de 
la proteína TFAM que conduciría finalmente a un incremento 
de la biogénesis mitocondrial (Fig. 83).  
 
La proteína p38 (una MAPk dependiente de mitógenos) y 
por ende su forma fosforilada, estan involucradas en la 
comunicación intercelular. Su expresión y salida al exterior, 
provoca la entrada al interior celular de las citoquinas pro-
inflamatorias. Estas desarrollaran una serie de procesos como 
la producción de más citoquinas pro-inflamatorias y por lo tanto 
el aumento de la inflamación y el daño celular, según el 
momento celular y su edad (Cuenda and Rousseau, 2007). En 
los resultados de esta tesis p-p38 presenta un aumento 
significativo en las células expuestas al péptido tóxico en 
comparación con las células control, indicando que este 
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aumento podría estar relacionado con los cambios detectados 
en las proteínas pro-inflamatorias analizadas.  
 
Respecto a la proteína p53 también llamada el "guardián 
del genoma", codifica un factor de transcripción nuclear de 43.7 
KDa. Resulta esencial para inducir la respuesta de la célula 
ante el daño del ADN, deteniendo el ciclo celular en caso de 
mutación. El gen p53 es un gen supresor tumoral que 
desempeña un papel importante en apoptosis y control del ciclo 
celular (Jazvinšćak et al., 2018). Un p53 defectuoso podría 
permitir que las células anormales proliferaran dando por 
resultado cáncer. Los datos sobre p53 que aparecen en esta 
tesis indican que el péptido tóxico aumenta significativamente 
la expresión proteica de esta proteína, apoyando la hipótesis 
de que en el caso de la enfermedad de Alzheimer, existe un 
aumento de la apoptosis, y cambios en la proliferación celular 
y por lo tanto de la reparación de las células dañadas.  
 
 En general, nuestros resultados indican que la exposición 
al péptido Aβ1-42 induce biogénesis mitocondrial en cultivo 
primario de astrocitos que podría favorecer el efecto protector 
de estas células sobre las neuronas. Si el péptido tóxico se 
encuentra en grandes cantidades en el cerebro, o en las 
células, probablemente los astrocitos morirían ocasionando la 
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imposibilidad de defensa de las neuronas y la muerte neuronal 
en última instancia. 
 
Los astrocitos están involucrados en la homeostasis 
cerebral, la función neural, el soporte metabólico a las 
neuronas y también en la síntesis de glutatión y de sus 
precursores (Barreto et al., 2011). El mecanismo exacto de 
cómo los astrocitos protegen a las neuronas permanece sin 
descubrir. Qin y col. han publicado que la biogénesis 
mitocondrial está alterada en los enfermos de Alzheimer (Qin 
et al., 2009). Ya que la presencia de los astrocitos previene de 
la peroxidación lipídica neuronal ocasionada por el péptido Aβ1-
42, con todos los resultados de esta tesis mencionados con 
anterioridad podemos realizar la hipótesis de que el aumento 
de la biogénesis mitocondrial en los astrocitos en cultivo 
primario proporciona la demanda de gran cantidad de energía 
necesaria para disminuir la liberación de radicales libres 
producidos por el péptido tóxico Aβ1-42. De hecho, este 
mecanismo podría proteger a las neuronas del aumento de la 
peroxidación lipídica (Fig 83). 
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Figura  83: Señalización de astrocitos expuestos a Aβ1-42 
PGC-1 y TFAM se inducen por estrés oxidativo e inflamación. PPAR-γ disminuye 
cuando PGC-1 aumenta. En nuestros experimentos la proteína SIRT-1 disminuye, 
poniendo de manifiesto la disminución de la capacidad de los astrocitos para volver 
al estado de células no diferenciadas. 
 
En conclusión, nuestros resultados indican que los 
astrocitos deben tener un papel clave en la protección de las 
neuronas frente al péptido tóxico Aβ1-42 mediante el aumento 
de la viabilidad celular y la biogénesis mitocondrial, obteniendo 
una mejor protección frente al estrés oxidativo y quizás 
modulando los procesos inflamatorios. Esto podría ser una 
señal de complejos procesos epigenéticos en el desarrollo de 
la enfermedad de Alzheimer. 
 
Respecto a los hallazgos de este estudio con la sustancia 
Ranolazina (Rn), el fármaco redujo la liberación de los 
mediadores pro-inflamatorios IL-1β y TNF-α, aumentó la 
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proteína anti-inflamatoria PPAR-γ, así como la expresión de las 
enzimas anti-oxidantes Cu/Zn-SOD y Mn-SOD en cultivo 
primario de astrocitos. Además, la proteína Rn aumentó la 
viabilidad y proliferación de los astrocitos y disminuyó la 
liberación de LDH, de la actividad de la caspasa 3 y de la 
apoptosis producida por la vía de la activación de la proteína 
Smac/Diablo. Por otra parte, no se observaron efectos 
producidos por el fármaco Rn en neuronas en cultivo primario. 
 
Sustancias anti-inflamatorias pueden actuar en algunas 
células gliales (Forshammar et al., 2013). El fármaco Rn puede 
cruzar la barrera hematoencefálica llegando al cerebro y 
alcanzar hasta un tercio de los niveles existentes en plasma 
(Kahlig et al., 2010). El fármaco Rn actúa como un agente anti-
inflamatorio al reducir tanto la dimetilarginina asimétrica como 
el nivel plasmático de la proteína C-reactiva (Deshmukh et al., 
2009), reduciendo significativamente el tamaño del infarto 
(Zacharowski et al., 2001). A concentraciones terapéuticas el 
fármaco Rn bloquea los canales de sodio voltaje-dependientes 
(VGSCs), preferentemente la corriente de sodio tardía (INAL) 
(Zaza et al., 2008). Los inhibidores de los canales de sodio 
ejercen efectos neuro-protectores en modelos experimentales 
de isquemia cerebral (Lei et al., 2001) y en lesión traumática 
cerebral (Huang et al., 2014). Además, los fármacos fenitoína 
y carbamazepina han sido eficaces en modelos animales de 
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encefalomielitis autoinmune (EAE) (Black et al., 2007). Por otra 
parte, la tetrodotoxina atenuó la astrogliosis inducida por un 
aumento de los canales de sodio voltaje-dependientes en un 
modelo de lesión mecánica in vitro de rata (Pappalardo et al., 
2014). 
 
La astrogliosis reactiva ocurre en respuesta al daño al 
SNC produciendo cambios en muchas funciones astrocíticas, 
incluyendo el estrés oxidativo y la inflamación, contribuyendo a 
las lesiones del SNC (Sofroniew and Vinters, 2010). Nuestro 
estudio demuestra que el fármaco Rn disminuye la liberación 
de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1β y TNF-α en cultivos 
primarios de astrocitos. En condiciones normales, hay un 
equilibrio entre citoquinas pro- y anti-inflamatorias para 
mantener el equilibrio celular. La mayoría de las citoquinas a 
muy bajas concentraciones regulan las actividades celulares, 
incluyendo la supervivencia celular, el crecimiento, y la 
diferenciación (Smith et al., 2012). Los astrocitos tienen un 
papel preponderante en la neuro-inflamación y además, 
dependiendo del estímulo, la localización y el curso del daño, 
los astrocitos reactivos pueden ejercer efectos tanto pro- como 
anti-inflamatorios (Sofroniew and Vinters, 2010; Barreto et al., 
2011). La astrogliosis reactiva (Block et al., 2013) también 
puede ser activada por varios mediadores inflamatorios como 
IL-1β y TNF-α (Sofroniew and Vinters, 2010; Wyss-Coray, 
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2006). El proceso inflamatorio prolongado o incontrolado 
presenta resultados perjudiciales, exacerbando el dolor neural 
por sobreexpresión de factores pro-inflamatorios que 
intensifican la inflamación a través de un ciclo de 
retroalimentación positiva y además, induciendo la producción 
de más citoquinas o especies de reactivas de oxígeno (ROS), 
entre otros efectos nocivos (Sofroniew and Vinters, 2010; Smith 
et al., 2012; Rossi and Volterra, 2009; Fuller et al., 2010; 
Whitney et al., 2009). Las citoquinas pro-inflamatorias pueden 
aumentar la excitabilidad neuronal por liberación astrocítica de 
glutamato por un mecanismo Ca2+ dependiente, resultando en 
daño excitotóxico a las neuronas, y también induciendo 
apoptosis en neuronas y células gliales (Choi et al., 2014). En 
este sentido, TNF-α puede directamente provocar apoptosis a 
través del receptor TNF-R1 mientras que la apoptosis 
producida por la citoquina IL-1 depende de otros mediadores 
como IFN-γ o TNF-α. Además, las citoquinas pro-inflamatorias 
pueden también provocar un aumento de factores neurotóxicos 
como ROS y óxido nítrico (NO) (Smith et al., 2012). 
Concentraciones elevadas de citoquinas pro-inflamatorias, 
incluyendo IL-1β y TNF-α, han sido encontradas en sangre, 
CSF y otros tejidos en enfermedades de Alzheimer y 
Parkinson, en esclerosis lateral amiotrófica y en hemorragia 
subaracnoidea severa, evidenciando la participación de la 
inflamación en la patogénesis y en los resultados conseguidos 
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en estas enfermedades (Smith et al., 2012; Fuller et al., 2010; 
Kooijman et al., 2014). TNF-α puede también inducir la 
expresión de otras citoquinas, como IL-1, y ambas tienen la 
capacidad de inducir IL-6, un marcador de respuesta 
inflamatoria sistémica (Clark et al., 2010). Respecto a los 
canales de sodio, el bloqueo de los canales de sodio atenúa la 
liberación de citoquinas pro-inflamatorias IL-1β y TNF-α de la 
microglía estimulada (Black and Waxman, 2013; Black et al., 
2009). Ademas, el bloqueo de los canales de sodio con 
fentoína reduce la secreción de IL-1 y TNF-α estimulada por el 
lipoporisacarido bacteriano (LPS) sin afectar a los niveles anti-
inflamatorios de la citoquina IL-10, resultados obtenidos dentro 
de un estudio realizado en un modelo experimental de 
encefalomielitis autoinmune (EAE), disminuyendo la severidad 
de la enfermedad (Black et al., 2009). En nuestro estudio el 
fármaco Rn disminuyó la liberación de citoquinas pro-
inflamatorias en todos los rangos de concentración de Rn 
estudiados y fue probado dentro del rango de concentraciones 
con efectos terapéuticos (Ning et al., 2011).  
 
Los resultados también demuestran por primera vez un 
aumento de la expresión de PPAR-γ en cultivos primarios de 
astrocitos tratados con Rn. PPAR-γ es un factor de 
transcripción activado por ligando que afecta a la expresión o 
actividad de varios genes, incluyendo aquellos involucrados en 
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la regulación de la homeostasis de la glucosa, el metabolismo 
de la obtención de energía y la inflamación (Chen et al., 2012; 
Heneka et al., 2007). Todas las evidencias encontradas en los 
resultados apoyan la hipótesis de que el PPAR-γ actúa como 
un factor anti-inflamatorio celular (Heneka et al., 2007; 
Ferguson et al., 2014). En enfermedades neurodegenerativas 
como en el accidente cerebrovascular o ictus, en el Alzheimer 
(Chen et al., 2012; Vallés et al., 2010; Wang et al., 2010) y en 
la enfermedad de Parkinson (Chen et al., 2012), se ha 
demostrado que los agonistas de la proteína PPAR-γ actúan 
como agentes neuroprotectores (Chen et al., 2012). Además, 
Hu y colaboradores,  en un estudio con un modelo esperimental 
de músculo esquelético de ratón, encontraron que PPAR-γ 
mejora el almacenamiento de energía celular y aumenta la 
señalización de la insulina, con efectos beneficiosos en la salud 
metabólica y la reparación tisular (Hu et al., 2012). Por otra 
parte, la inflamación contribuye al daño cerebral secundario y 
algunos estudios han demostrado que la proteína anti-
inflamatoria PPAR-γ reduce la inflamación tras producirse un 
ataque fulminante isquémico y hemorrágico (Aronowski and 
Hall, 2005; Luo et al., 2006; Sundararajan et al., 2005). 
Además, la activación de la proteína PPAR-γ suprime NF-κB 
(Genolet et al., 2004; Wan et al., 2008), que controla la 
expresión de varios genes involucrados en respuestas 
inflamatorias (Ghosh et al., 2002).  
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Datos recientes sugieren que la ruta inhibitoria de NF-κB 
puede estimular a los neutróficos con fenotipo N2 y producir 
efectos neuroprotectores (Cuartero et al., 2013). La proteína 
PPAR-γ también participa en la polarización de macrófagos 
hacia el fenotipo M2, el cual está asociado con acciones anti-
inflamatorias y de reparación tisular (Bouhlel et al., 2007). En el 
campo del cáncer, los agonistas de la proteína PPAR-γ poseen 
efectos antitumorales en combinación con fármacos 
quimioterápicos (Wallace et al., 2000b) o con otras terapias 
diana y deben representar una estrategia prometedora y futura 
en el tratamiento de las malignidades (Hatton and Yee, 2008;  
Belfiore et al., 2009). Se conoce desde 1999 que además de 
sus efectos anti-inflamatorios PPAR-γ puede incrementar la 
expresión de la proteína Cu/Zn-SOD (Yoo et al., 1999). Estos 
datos coinciden con nuestros resultados, donde la proteína Rn 
aumenta significativamente la expresión de PPAR-γ y de 
Cu/Zn-SOD. Zhao y sus colaboradores, en un modelo knock-
out de ratón neuroespecífico para PPAR-γ, demostró que la 
deficiencia en la expresión de PPAR-γ neuronal conducía a un 
aumento en el daño cerebral en respuesta a la isquemia y al 
daño oxidativo (Zacharowski et al., 2001). Además, los 
agonistas de PPAR-γ se ha demostrado que pueden ser útiles 
para la eliminación del estrés oxidativo inducido por daño 
isquémico y cerebral (Zacharowski et al., 2001; Zhao et al., 
2009). Moléculas antioxidantes, tales como Cu/Zn-SOD y Mn-
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SOD, poseen lugares de unión en la región promotora para el 
factor de transcripción PPAR-γ y la expresión proteica  de estas 
proteínas está directamente regulada por PPAR-γ (Chan, 2001; 
Inoue et al., 2001). El fármaco Rn aumenta la oxidación de la 
glucosa que a su vez disminuye la oxidación de los ácidos 
grasos, mejorando el consumo de oxígeno y reduciendo la 
producción de lactato y de esta manera atenua el daño 
isquémico mitocondrial (McCormack et al., 1996; Gadicherla et 
al., 2012). Estos cambios se producen en diferentes 
condiciones y trastornos neurodegenerativos, incluyendo la 
isquemia (Ding et al., 2007).  
 
En astrocitos y microglía, ROS y las especies reactivas de 
nitrógeno se ocasionan en las enfermedades 
neurodegenerativas (Liberatore et al., 1999; Knott et al., 2000). 
El principal mecanismo de defensa antioxidante que subyace a 
estas condiciones patofisiológicas engloba la activación de 
enzimas antioxidantes, tales como la proteína superóxido 
dismutasa (SOD). SOD regula la concentración de radicales 
superóxidos por catalización del cambio de superóxido a 
peróxido de hidrógeno (H2O2) (Fridovich et al., 1995). Podría 
ser posible que el fármaco Rn jugara un papel importante en 
este mecanismo ya que se ha publicado que disminuye la 
liberación de H2O2 e induce hipoxia mediante INAL (Song and 
Belardinelli 2009; Ma et al., 2014).  
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Los resultados presentados en esta tesis sobre el ensayo 
de exclusión de azul de tripán indican que ocurre un aumento 
de la proliferación después de la adición del fármaco Rn, de 
una manera dependiente de la concentración. Los mecanismos 
que subyacen a la proliferación y a la supervivencia de los 
astrocitos pueden incluir las vías de señalización de las MAPK, 
las moléculas reguladoras del ciclo celular y microRNAs, 
actuando independientemente o juntos para regular la 
astrogénesis (Chi et al., 2016). Además, factores como el factor 
neurotrófico ciliar (CNTF) están implicados en la neurogénesis 
ocurrida en ratones adultos (Yang et al., 2008b). Los astrocitos 
producen CNTF y expresan CNTF receptor α por lo que este 
factor podría estar involucrado en la astrogénesis. Queda por 
determinar si la proteína Rn aumenta la proliferación astrocitica 
al aumentar CNTF. 
 
Nuestros datos con el ensayo MTT indican que el fármaco 
Rn incrementó significativamente la viabilidad astrocitaria 
comparado con las células control, sin producir efectos en los 
cultivos de neuronas. El ensayo de MTT se usa en muchos 
laboratorios de investigación como método para determinar la 
viabilidad celular y por su facilidad de uso y reproductibilidad. 
Este método de ensayo de la viabilidad celular y de la 
citotoxicidad se usa en células que son expuestas a distintas 
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sustancias tóxicas o sustancias que favorecen la viabilidad 
(Rönicke et al., 2008; Xing et al., 2014).  
 
En los experimentos realizados en esta tesis, el fármaco 
Rn disminuyó un 15% (10-6 M) y un 20% (10-5 M) la liberación 
de lactato deshidrogenasa (LDH) desde los astrocitos control, 
sugiriendo una disminución en la muerte celular por necrosis 
(Zhang et al., 2014; Gu et al., 2016). Además, la proteína Rn 
protegió a los astrocitos de los efectos dañinos del péptido 
tóxico Aβ1-42. Este péptido ocasionó un aumento significativo 
del 75% en la liberación de LDH. Cuando se incubó con el 
fármaco Rn se produjo una disminución significativa de los 
niveles de LDH de un 60%, indicando que existe un efecto de 
este fármaco contra el péptido tóxico Aβ1-42. Los efectos 
beneficiosos de la proteína Rn en el sistema nervioso central 
necesitan ser estudiados en más profundidad ya que los 
efectos del fármaco Rn en la viabilidad celular son 
probablemente dependientes del tipo celular. En nuestros 
experimentos, las células reaccionan de forma diferente 
cuando son expuestas a Rn, estimulando la viabilidad celular 
en los astrocitos sin producirse ningún efecto en las neuronas. 
Por otro lado, el fármaco Rn disminuye la actividad de la 
Caspasa 3 un 25% (Rn 10-6M) y un 40% (Rn 10-5M), sugiriendo 
que la proteína Rn inhibe la apoptosis en los astrocitos en 
cultivo primario. Además, el péptido Aβ1-42 aumentó la actividad 
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de la Caspasa 3 (105%) que fue revertido por la proteína Rn en 
un 85%, mostrando que esta proteína previene a la célula de la 
apoptosis inducida por Aβ1-42. 
 
La activación secuencial de las caspasas juega un papel 
principal en la apoptosis celular. La Caspasa 3 tiene efectos 
críticos y múltiples que conducen a la apoptosis, especialmente 
bajo inductores específicos de muerte celular (Porter and 
Jänicke, 1999). El proceso de apoptosis se asocia con la 
liberación de las proteínas Citocromo-c y Smac/Diablo (Liu et 
al., 1996; Du et al., 2000) desde la mitocondria al citosol en 
respuesta a fármacos citotóxicos o al daño al ADN. En este 
sentido, el fármaco Rn disminuye la liberación de Citocromo c 
en corazón aislado de conejillos de indias (Aldakkak et al., 
2011).  
 
La proteína Smac/Diablo produce apoptosis neutralizando 
a uno o más miembros de las proteínas de la familia IAP 
(proteínas inhibitorias de la apoptosis) (Colin et al., 2016). 
Nuestros resultados demuestran una disminución de la 
expresión de la proteína Smac/Diablo después de la adición del 
fármaco Rn en astrocitos en cultivo primario comparado con 
células control. Además, es posible que la disminución en la 
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muerte celular que encontramos con la proteína Rn pueda estar 
asociada con la inactivación de la vía apoptótica mitocondrial.  
 
Estos resultados demuestran por primera vez que el 
fármaco Rn induce un aumento en la viabilidad y proliferación 
de los astrocitos, disminuyendo la muerte celular mediante la 
reducción de la liberación de LDH y de la apoptosis gracias a 
la reducción de la expresión de la proteína Smac/Diablo, 
Citocromo c y de la actividad de la Caspasa-3. Además, la 
proteína Rn produce disminución de mediadores pro-
inflamatorios como IL-1β y TNF-α, aumenta los anti-
inflamatorios como la proteína PPAR-γ, e incrementa la 
expresión de las proteínas anti-oxidantes Cu/Zn-SOD y Mn-
SOD en los astrocitos en cultivo primario (Fig. 84). Sin 
embargo, en neuronas en cultivo primario ninguno de estos 
efectos fue detectado bajo nuestras condiciones de 
experimentación. Futuros estudios serán necesarios para 
comprender el papel del fármaco Rn como un agente neuro-
protector frente a diferentes desórdenes neurodegenerativos, 
como las enfermedades neurodegenerativas, vasculares, 
inflamatorias o traumáticas.  
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Figura  84: Efectos de Rn en astrocitos en cultivo primario 
La ranolazina aumenta la viabilidad celular, la respuesta anti-inflamatoria y las 
proteínas anti-oxidantes. Por otra parte, la proteína Rn disminuye los mediadores 






























1. El péptido tóxico (Aβ1-42) disminuye la viabilidad celular y 
aumenta la apoptosis y la peroxidación lipídica (MDA) en 
neuronas en cultivo primario, pero no produce cambios ni 
en astrocitos ni en neuronas en cultivo mixto (neuronas-
astrocitos). Estos resultados indican un papel protector de 
los astrocitos sobre las neuronas frente a la toxicidad del 
péptido tóxico Aβ1-42.  
 
2. En astrocitos en cultivo primario se produce un aumento de 
la biogénesis mitocondrial y de la expresión de la proteína 
Mn-SOD en presencia del péptido tóxico. Ambos 
mecanismos podrían contribuir a la disminución del estrés 
oxidativo produciendo mayor protección neuronal. 
 
3. El aumento de la expresión de la proteína p-65 (NF-κB) que 
observamos en astrocitos podría no ser indicativo de muerte 
neuronal sino un mecanismo protector a través de un 
aumento en la fosforilación de PGC-1 conduciendo al 
incremento de los niveles de TFAM y por ende a la 
biogénesis mitocondrial. 
 
4. El péptido tóxico Aβ1-42 disminuye la expresión proteica de 
SIRT-1 en cultivos primarios de astrocitos, produciendo un 




un incremento de la biogénesis mitocondrial. Además, 
disminuye la expresión de PPAR-γ conduciendo a un 
aumento de la expresión de NF-κB que a su vez induciría 
los cambios indicados en el punto 3.  
 
5. El fármaco Rn induce un aumento en la viabilidad y 
proliferación de los astrocitos, disminuyendo la muerte 
celular mediante la reducción de la liberación de LDH y de 
la apoptosis gracias a la reducción de la expresión de la 
proteína Smac/Diablo, Citocromo c y de la actividad de la 
Caspasa 3 en astrocitos en cultivo primario. No así en 
neuronas en cultivo primario tras la adición de la Rn. 
 
6. El fármaco Rn produce disminución de mediadores pro-
inflamatorios como IL-1β y TNF-α, aumenta los anti-
inflamatorios como la proteína PPAR-γ, e incrementa la 
expresión de las proteínas anti-oxidantes Cu/Zn-SOD y Mn-
SOD en los astrocitos en cultivo primario sin encontrarse 
ningún cambio en lo que respecta a las neuronas en cultivo 
primario.  
 
En conclusión, nuestros resultados indican que los 
astrocitos deben tener un papel clave en la protección de 
las neuronas frente al péptido tóxico Aβ1-42 mediante el 
aumento de la viabilidad celular y la biogénesis 




estrés oxidativo y quizás modulando los procesos 
inflamatorios. Además, el fármaco Rn tiene un efecto 
protector frente al péptido tóxico en astrocitos y no en 
neuronas en cultivo primario, por lo que la protección 
producida por la Rn en la neurodegeneración estaría 
realizada a través de los astrocitos protegiendo en última 
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